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RESUMO

Cistatinas sdo inibidores tight-binding e competitivos de cisteino-peptidases. Em plantas,
essas proteinas fazem parte do mecanismo natural de defesa, regulando peptidases enddgenas
e exdgenas. Em humanos as cistatinas sdo responsaveis pela regulacdo de processos
fisiologicos, que se tornam limitados pela superexpressdo de cisteino-peptidases. A falta de
regulacdo dos mecanismos biolégicos que controlam a atividade das cisteino-peptidases do
tipo catepsinas resultam em muitas doencas tais como cancer, osteoporose, obesidade e
doengas cardiovasculares. Diversos estudos tém avaliado o potencial de cistatinas na inibigcdo
de catepsinas humanas visando a regressdo de doencas. Além da aplicacdo biotecnoldgica na
area da saude, as cistatinas tém sido amplamente utilizadas em estudos que visam o controle
de insetos praga da agricultura. Insetos das ordens Hemiptera, Coleoptera, Homoptera
possuem cisteino-peptidases como enzimas digestivas. A superexpressdo de cistatinas em
plantas transgénicas tem sido realizada em um grande numero de especies, e os resultados séo
promissores, com interferéncia na mortalidade, reproducdo e desenvolvimento dos insetos
alimentados com estas plantas. Dessa forma, este trabalho divide-se em dois capitulos, o
capitulo 1 voltado para a aplicagdo biotecnoldgica das fitocistatinas na agricultura, por meio
da transformacgdo genética de cana-de-aclcar com uma cistatina (CaneCPI-4) visando a
resisténcia ao inseto Migdolus fryanus e o capitulo 2 voltado para a aplicacéo biotecnoldgica
das fitocistatinas na salde humana, por meio da caracterizacdo de cistatinas de Citrus e
estudos de inibicdo de catepsinas humanas e cisteino-peptidases de diferentes organimos O
capitulo 1 corresponde a experimentos de transformacdo genética de cana-de-aglcar com a
cistatina CaneCPI-4, pelos métodos de biolistica e Agrobacterium tumefaciens. As
transformacdes feitas por biolistica resultaram em poucos eventos transformantes, devido a
baixa eficiéncia de regeneracdo das plantas. Na transformacdo genética utilizando
Agrobacterium tumefaciens, foi possivel observar que a regeneracdo das plantas
transformadas se mostrou mais eficiente do que a regeneracdo de plantas transformadas por
biolistica, apresentando-se mais saudaveis, com maior numero de eventos e bom
desenvolvimento das plantas, contabilizando 92 plantas em desenvolvimento. O capitulo 2
corresponde a caracterizacdo de cinco cistatinas de Citrus, CsinCPI-1, CsinCPI-2, CclemCPI-
1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 por meio da clonagem em vetor de expressdo pET28a,
expressdo em células de Escherichia coli, purificacdo das proteinas por cromatografia de

afinidade e ensaios de inibi¢do de atividade de cisteino-peptidases. A cistatina CclemCPI-3 foi
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capaz de inibir a atividade de uma legumaina e de enzimas da familia da papaina,
demonstrando um um comportamento bifuncional. A atividade da cisteino-peptidase papaina
foi inibida eficientemente por todas as cistatinas testadas, com K; na ordem de nanomolar. A
atividade da catepsina humana S foi eficientemente inibida pela cistatina CsinCPI-2 (K; =
0,11 nM). As catepsinas K e L séo eficientemente inibidas pelas cistatinas CclemCPI-2 (Ki =
0,00098 nM e 0,00608 nM, respectivamente). A atividade da catepsina B foi eficientemente
inibida por CclemCPI-1 (0,42 nM). Esses resultados sdo promissores para futuros ensaios de
avaliacdo do efeito das cistatinas in vivo, podendo resultar na aplicacdo biotecnoldgica das

cistatinas de Citrus no controle de doengas humanas.



ABSTRACT

Cystatins are tight-binding, competitive cysteine-peptidase inhibitors. In plants, these proteins
are part of natural defense mechanism, regulating endogenous and exogenous peptidases. In
humans, cystatins are responsible for regulation of physiological processes, which are limited
by overexpression of cysteine peptidases. The lack of regulation of biological mechanisms
that control activity of cathepsin-like cysteine peptidases result in several diseases such as
cancer, osteoporosis, obesity and cardiovascular diseases. Several studies have evaluated the
potential of cystatins in inhibition of human cathepsins for disease regression. In addition to
biotechnological application in health area, cystatins have been widely used in studies aimed
at the control of insect pests in agriculture. Insects of Hemiptera, Coleoptera and Homoptera
orders have cysteine-peptidases as digestive enzymes. Overexpression of cystatins in
transgenic plants has been performed in a large number of species, and results are promising,
with interference in mortality, reproduction and development of insects fed with these plants.
In this way, this work is divided in two chapters aiming at biotechnological application of
phytocystatins in agriculture through the genetic transformation of sugarcane with a cystatin
(CaneCPI-4) aiming at resistance to Migdolus fryanus insect (Chapter 1) and biotechnological
application of phytocystatins in human health through characterization of Citrus cystatins and
inhibition studies with human cathepsins and cysteine-peptidases from different organisms
(Chapter 2). Chapter 1 corresponds to experiments of genetic transformation of sugarcane
with cystatin CaneCPI-4 by methods of biolistics and Agrobacterium tumefaciens.
Transformations made by biolistics resulted in few transforming events, due to low plant
regeneration efficiency. In sugarcane genetic transformation using Agrobacterium
tumefaciens it was possible to observe that regeneration of transformed plants showed to be
more efficient than the regeneration of plants transformed by biolistics, being healthier, with
greater number of events and good plant development, accounting for 92 plants under
development. Chapter 2 corresponds to characterization of five Citrus cystatins, CsinCPI-1,
CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 and CclemCPI-3 by cloning into pET28a expression
vector, expression in Escherichia coli cells, protein purification by affinity chromatography
and cysteine-peptidase inhibition assays. Cystatin CclemCPI-3 is bifunctional, being able to
inhibit activity of a legumain and enzymes of papain family. The activity of cysteine-
peptidase papain was efficiently inhibited by all cystatin tested, with K; on the order of

nanomolar. Human cathepsin S was efficiently inhibited by CsinCPI-2 (Ki = 0.11 nM).
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Cathepsins K and L are efficiently inhibited by CclemCPI-2 (Ki = 0.00098 nM and 0.00608
nM, respectively). Cathepsin B is efficiently inhibited by CclemCPI-1 (Kj = 0.42 nM). These
results are promising for future trials evaluating effect of cystatin in vivo, which may result in

biotechnological application of Citrus cystatins in human disease control.
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. JUSTIFICATIVA

As cistatinas sdo inibidores competitivos que regulam a atividade bioldgica de
cisteino-peptidases envolvidas em processos proteoliticos e essas estdo presentes na maioria
das diferentes formas de vida. As cistatinas possuem muitas propriedades benéficas tanto para
as plantas quanto para humanos. As fitocistatinas compreendem uma familia de inibidores de
cisteino-peptidases especificos de plantas. Tais inibidores estdo envolvidos em processos
regulatérios enddgenos e exodgenos de diversos organismos. As fitocistatinas atuam no
sistema de defesa da planta nativa e geralmente sdo expressas em resposta a ferimentos ou
ataque de pragas e patdgenos. Nesse sentido, o potencial de cistatinas no controle de pragas
tem sido intensamente explorado em plantas transgénicas e essa aplicacao biotecnoldgica das
fitocistatinas é estudada nesse trabalho, no capitulo 1: Transformacdo genética de cana-de-
acucar com uma cistatina visando resisténcia a insetos-praga.

Embora vérias cistatinas de plantas ja tenham sido caracterizadas, ainda existe pouca
informacdo disponivel sobre os possiveis papéis desses genes nas culturas frutiferas. As
espécies de laranja doce (Citrus sinensis e Citrus clementina) séo as frutiferas mais cultivadas
e uma das mais importantes economicamente. No entanto, as informac@es sobre as espécies
de Citrus sdo limitadas. A base de dados Phytozome (www.phytozome.net) atualmente
contém em torno de 300 sequencias que codificam cistatinas de plantas, incluindo as
cistatinas de Citrus. Esta riqueza de dados ndo s6 permite a realizacdo de estudos mais
detalhados sobre a expressdo e analise funcional de fitocistatinas, como também o estudo das
suas interacdes com cisteino-peptidases de diferentes organimos, desde insetos a humanos,
permitindo a aplicacdo biotecnolégica das fitocistatinas com especificidades contra as
peptidases alvos de diferentes organismos. Em humanos a atividade inibitdria das cistatinas
enddgenas é vital para a regulacdo de processos fisioldgicos, que se tornam limitados pela
atividade altamente destrutiva das suas proteases alvos, as catepsinas. A falta de regulacédo dos
mecanismos biologicos que controlam a atividade das cisteino-peptidases do tipo catepsinas
resultam em muitas doengas tais como, osteoporose, artrite, cancer e doencas
cardiovasculares. Dessa forma, esse trabalho tem como proposta no Capitulo 2:
Caracterizacdo de cistatinas de Citrus e estudos de inibicdo com diferentes cisteino-
peptidases, incluindo as catepsinas humanas.

Considerando a necessidade de mais estudos sobre o potencial e a especificidade das

fitocistatinas e a inclusdo realista dessas proteinas em diferentes aplicacdes biotecnoldgicas,
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tomamos como objetivo geral desse trabalho o estudo das fitocistatinas para diferentes
aplicacdes biotecnoldgicas, desde aplica¢bes na agricultura, atuando no controle de pragas, ja
que essas podem interagir como as cisteino-peptidases de insetos praga; quanto na area de
salde, atuando na inibicdo de atividade de cisteino-peptidases envolvidas em diversas

desordens patoldgicas em humanos.



CAPITULO 1

Desenvolvimento de linhagens de cana-de-acucar
transgénica superexpressando inibidores de peptidases visando

resisténcia ao inseto Migdolus fryanus



1. INTRODUCAO

1.1. A cana-de-acucar e o contexto produtivo

A cana-de-acucar € uma planta perene e tipica de climas tropicais e subtropicais, cuja
origem mais provavel € o sudeste asiatico. Pertence a familia Poaceae, género Saccharum,
possui cerca de 10 espécies e os cultivares com interesse comercial sdo provenientes de
programas de melhoramento genético como resultado de processos de hibridacéo
principalmente entre as espécies S. officinarum, S. spontaneum e S. robustum (Dinardo-
Miranda et al., 2008). O genoma da cana-de-acucar é complexo, poliploide e aneupldide e
nimero cromossomico variando entre 80 a 120 (D’Hont et al., 1998).

A cana-de-acUcar consiste na principal matéria-prima empregada na producdo de
etanol, acUcar, aguardente e melaco, podendo ser, inclusive, utilizada para alimentacéo animal
e geracdo de energia elétrica, 0 que agrega grande valor econdmico aos paises onde é
cultivada (Dinardo-Miranda et al., 2008). Além disso, a biomassa vegetal - bagaco e palha -
possui potencial para a producdo de etanol de segunda geracéo (Bizzo et al., 2014; Sun et al.,
2016).

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil em 1532 e, atualmente, o Brasil é o maior
produtor mundial de cana-de-acUcar e de seus principais produtos, agucar e etanol, de modo
que a cultura representa uma das mais importantes atividades econdmicas da agroindustria
nacional. Para a safra 2017/18, a area de cultivo com destino a atividade sucroalcooleira esta
estimada em 8,4 milhdes de hectares. A producdo de cana-de-agUcar esta estimada em 635,6
milhdes de toneladas. (reducdo de 3,3% em relacdo a safra anterior). O estado de S&o Paulo €
responsavel por 54% da cana-de-agUcar processada. A producédo de aclcar atual esta estimada
em 39,46 milhdes de toneladas e de etanol em 27 bilhdes de litros (Conab, 2017).

A despeito da lideranca brasileira no setor sucroalcooleiro, ha reducdo significativa de
produtividade, decido as mais de 200 doencas causadas por fungos, virus, bactérias e
nematoides, que contribuem para uma diminuicdo de producdo mundialmente de cana-de-
acucar (Gongalves et al.,2012). Além disso, de acordo com Oliveira et al., 2014, a produgéo
de aclcar e alcool ¢ afetada devido ao ataque de insetos aos canaviais, atingindo a ordem de
11,1 % da producdo, o que representa uma perda de 2,5 bilhGes de délares. O ataque de larvas
do inseto Migdolus fryanus tem causado elevadas perdas de producdo, principalmente no
estado de Sdo Paulo. Além disso, ainda ndo é possivel o cultivo deste inseto em laboratério, o

que dificulta estudos direcionados ao controle desta praga, e o controle por inseticidas
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quimicos ndo é eficiente pois o inseto vive em grandes profundidades no solo. Diante desse
contexto, o desenvolvimento de plantas transgénicas de cana-de-agucar pode se tornar uma

alternativa eficiente para a tolerdncia ao ataque de patdgenos e insetos.

1.2. Inseto-praga: Migdolus fryanus

Migdolus fryanus (Westwood, 1863) (Coleoptera: Vesperidae) € um besouro polifago,
originario da regido centro sul da America do Sul, onde j& foi encontrado no Paraguai, na
Argentina, na provincia de Corrientes, e no Brasil, é encontrado nos estados de Séo Paulo,
Parand, Santa Catarina, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Ronddnia (Nunes, 1996;
Bento et al., 2006). O género Migdolus é composto por dez espécies, e todas sdo consideradas
raras, com excecao de M. fryanus (Bento et al., 1995; Bento et al., 2006).

O inseto é holometébolo e passa por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto. Possui
ciclo biol6gico longo, de pelo menos 2 a 3 anos (Terén et al., 1983; Bento, 1995; Bento et al.,
2006). Os ovos sao brancos, de formato ovoide e medem de 6 a 7 mm (Teran et al., 1983;
Bento, 1995). As larvas sdo apodas (Bento, 1995), apresentam coloracdo branca leitosa e
regido anterior do corpo mais alargada em relacdo a posterior (Terén et al., 1983; Bento,
1995) (Figura 1).

Figura 1: Larva do inseto Migdolus fryanus. Foto tirada em 30/03/2014 por Vanessa K. Schneider.

Estudos indicam que a larva passa por sete instares larvais (Teran et al., 1984; Bento,
1995) e, quando completamente desenvolvidas, medem até 60 mm de comprimento (Teran et
al., 1983; Bento, 1995; Bento et al., 2006). Ao eclodirem, alimentam-se de matéria organica,
enquanto que nos instares mais avangados, nutrem-se dos rizomas de cana-de-agucar ou das

raizes de outros hospedeiros (Teran et al., 1983; Teran et al., 1984; Bento, 1995; Bento et al.,
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2006). Podem aprofundar-se por até 3 a 4 metros abaixo do solo (Nunes, 1996), onde
constroem a camara pupal, que protege a pupa. A pupa é livre, branco amarelada (Bento,
1995). O desenvolvimento larval e pupal ocorre no interior do solo e somente os adultos saem
para o exterior. Os adultos ndo se alimentam e vivem a custa da reserva energética (Bento,
1995; Bento et al., 2006). Apresentam acentuado dimorfismo sexual (Figura 2), o macho é
escuro (negro), mede de 12 a 37 cm (Bento, 1995; Bento et al., 2006), possui asas funcionais
bem desenvolvidas e antenas maiores, com 11 articulos (Bento, 1995), enquanto que a fémea
possui coloracdo castanho-avermelhada, mede entre 19 e 35 cm (Bento, 1995; Bento et al.,
2006), possui asas atrofiadas e antenas menores, com 8 articulos (Bento, 1995). Machos e
fémeas sobem a superficie para o acasalamento, fendmeno conhecido por revoadas, que
ocorrem em dias quentes e Umidos. Na regido sudeste ocorre entre outubro e marco, apos o
periodo das chuvas. O aparecimento dos machos é controlado pelas fémeas, que liberam um
feroménio sexual de atracdo (Teran et al., 1984; Bento, 1995; Bento et al., 2006), cujo
principal componente quimico € a amida N-(2°S)-methylbutanoyl 2-methylbutylamine (Leal
et al., 1994). Apds a copula, as fémeas retornam imediatamente para dentro do solo, onde
realizam a postura dos ovos a diferentes profundidades (Teran et al., 1984; Bento, 1995),

depositando de 14 a 45 ovos, e ndo retornam a superficie (Bento, 1995).

Figura 2: Dimorfismo sexual em insetos adultos de Migdolus fryanus. Fémea a esquerda e macho a direita.
Foto: Paulo Botelho -  disponivel em:  http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/CONTAGO01_132_272200817517.html.

O inseto é conhecido popularmente como besouro da cana-de-agUcar ou broca do
rizoma e a fase larval deste inseto vem causando grandes prejuizos com a infestagdo de
lavouras de cana-de-agucar, principalmente no estado de S&o Paulo. Devido ao habito
alimentar, as larvas atacam o sistema radicular das plantas, podendo destrui-lo totalmente, o

que gera reducgéo de produtividade e morte das plantas. Os ataques geralmente estéo restritos a

12



reboleiras localizadas, porém, podem estender-se por todo o canavial, quando causam perda
total da lavoura (Terén et al., 1983; Teran et al., 1984; Bento, 1995). Em canaviais jovens, 0s
sintomas apresentam-se como touceiras parcial ou totalmente secas e as falhas podem ser
numerosas, enquanto que nos mais velhos, as touceiras mostram sintomas de seca ou fogo
(Bento, 1995; Bento et. al, 2006). Os efeitos sdo mais evidentes durante periodos mais frios e
secos (Bento et al., 2006) e ndo héa relacdo entre o tipo de solo e a presenca e ataque do inseto
(Bento, 1995; Nunes, 1996). O que acontece é que solos arenosos retém menor quantidade de
agua e por isso, os sintomas tornam-se rapidamente evidentes, ao contrario do que ocorre em
solos argilosos, onde os sintomas demoram mais a aparecer (Bento, 1995).

Além da cana-de-acucar, o inseto ataca outras culturas de valor econémico como café,
eucalipto, feijdo, mandioca, uva, amora e pastagens (Nunes, 1996; Bento, 1995; Bento et al.,
2006). M. fryanus é um inseto de dificil controle, principalmente por apresentar ciclo de vida
longo e pelo fato das larvas se aprofundam muito no solo (Arrigoni, 1986), além de ser
praticamente impossivel prever exatamente em quais talhGes o inseto ira aparecer em cada
ano. Dessa forma, faz-se necessario o emprego de medidas de controle basicamente por toda
area de plantio, o que eleva o custo de producdo. Além disso, os inseticidas quimicos
recomendados para o controle da praga podem contaminar mananciais aquaticos, por serem
facilmente carregados pelas chuvas e podem prejudicar organismos benéficos, por
apresentarem persisténcia indeterminada no solo (Machado et al., 2003).

Diante desse contexto, o desenvolvimento de plantas resistentes ao ataque dessa praga
pode se tornar uma alternativa eficiente para o controle deste inseto. Uma estratégia que tem
sido amplamente utilizada em estudos para o controle de pragas é o desenvolvimento de
plantas transgénicas superexpressando inibidores de peptidases. Dessa forma, essas proteinas
podem inibir a atividade de peptidases digestivas do inseto e comprometer seu

desenvolvimento.

1.3. Controle de insetos por meio da inibi¢do da atividade de peptidases digestivas
Insetos herbivoros obtém nutrientes essenciais a partir da protedlise de proteinas
vegetais. Genes que codificam peptidases sdo superexpressos em tecidos do intestino de
insetos (Fonseca et al., 2012; Ferrara et al., 2015; Martinez et al., 2016) e diferentes insetos
utilizam diferentes peptidases para a digestdo. As enzimas do tipo cisteino-peptidases

desempenham papel na funcdo digestiva de muitos insetos (Terra e Ferreira, 1994). As
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cisteino-peptidases foram identificadas inicialmente no intestino de coledpteros, tais como
Callosobruchus maculatus, Chrisomela tremulae, Sphenophorus levis, Tenebrio molitor,
Tribolium castaneum, Leptinotarsa decemlineata, Migdolus fryanus (Gatehouse et al., 1985,
Murdock et al., 1987; Wolfson e Murdock, 1987; Terra e Cristofoletti, 1996; Cristofoletti et
al., 2005; Tribolium Genome Sequencing Consotrium, 2008; Soares-Costa et al., 2011;
Fonseca et al., 2012; Vorster et al, 2015; Nakayama et al., 2017). Insetos das ordens
Hemiptera, Homoptera, Diptera e Lepidoptera também tiveram cisteino-peptidases
identificadas a partir do trato digestivo (Martinez et al., 2016).

Ensaios in vitro de inibicdo da atividade enzimética de cisteino-peptidases de
intestinos de insetos tém sido realizados para selecionar inibidores de cisteino-peptidases com
alta afinidade (Ribeiro et al., 2008; Carrillo et al., 2011; Fonseca et al., 2012; Ferrara et al.,
2015; Valdés-Rodriguez et al., 2015; Rasoolizadeh et al., 2016; Martinez et al., 2016) para a
posterior aplicacdo no controle de pragas.

Os recentes avangos na area de cultura de tecidos e biologia molecular tornaram
possivel a introducdo, nas plantas cultivadas, de genes provenientes de diferentes organismos.
A transformacdo de plantas visando o aumento da resisténcia a insetos tem sido uma das
abordagens de aplicagcbes bem-sucedidas dos transgénicos. Durante 20 anos (1996-2016) a
tolerdncia a herbicidas tém sido a caracteristica predominante das cultivares transgénicas,
ocupando 86,6 milhdes de hectares. Entretanto, nos ultimos anos, houve um crescimento
exponencial na area ocupada por cultivares que apresentam tolerancia a herbicidas e ao
mesmo tempo resisténcia a insetos. No ano de 2015, a area ocupada era de 58,5 milhdes de
hectares e no ano de 2016, 75,4 milhdes de hectares foram cultivados com variedades
tolerantes a herbicidas e resistentes a insetos (ISAAA, 2016).

Plantas transgénicas superexpressando inibidores de peptidases surgiram como
alternativa para o controle de insetos que sdo insensiveis as toxinas de Baccilus thuringiensis
(proteinas Bt) (Lawo et al., 2009; Li e Romeis, 2010). Plantas transgénicas superexpressando
cistatinas visando o controle de insetos tém sido reportadas em muitos estudos (Martinez et
al., 2016). Ensaios biolégicos em que insetos se alimentam de plantas transgénicas
superexpressando cistatinas mostram que ha interferéncia na fecundidade, peso e
desenvolvimento de espécies como Podisus maculiventris (Hemiptera) (Alvarez-Alfageme et
al., 2007), Myzus persicae (Hemiptera) e Acyrthosiphon pisum (Homoptera) (Carillo et al.,
2011), Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera) (Cingel et al., 2015; Cingel et al., 2017),

Sphenophorus levis (Coleoptera) (Schneider et al., 2017).
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1.4. Cistatinas de cana-de-agucar

As primeiras cistatinas de cana-de-agucar, denominadas de canacistatinas, foram
descritas por Reis e Margis (2001). Ao total, foram identificadas 25 diferentes cistatinas, a
partir do banco de dados do SUCEST (programa para caracterizar ETSs de cana-de-agucar).
Seis cistatinas de cana-de-agcucar foram caracterizadas até o momento, denominadas
CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPl-4, CaneCPIl-5 e CaneCPIl-6. A CaneCPI-1
possui 13 kDa e apresenta atividade antifungica sobre o fungo filamentoso Trichoderma
reseei (Soares-Costa et al., 2002). As cistatinas CaneCPI-2 (12,2 kDa) e CaneCPI-3 (24,5
kDa) inibem a atividade da cisteino-peptidase modelo papaina (Gianotti et al., 2006). A
CaneCPI-4 (12,8 kDa) apresenta expressiva atividade inibitéria contra catepsinas B e L
humanas (Gianotti et al., 2008). A proteina CaneCPI-5 (14,5 kDa) apresentou expressiva
atividade inibitoria contra catepsinas humanas B, K e L (Ki = 6,87 nM, 0,49 nM e 0,34 nM,
respectivamente) (Santiago et al., 2017). A proteina CaneCPI-6 apresentou K; de 1,83 uM
contra a catepsina B humana (Miguel, 2014).

Fonseca e colaboradores (2011), relataram a inibicdo da atividade da cisteino-
peptidase denominada rSI-CathL (catepsina L recombinante de Sphenophorus levis) pela
cistatina CaneCPI-4 (K; = 0,196 nM). Ribeiro e colaboradores (2008), realizaram ensaios de
atividade inibitdria utilizando a CaneCPI-1, contra cisteino-peptidases digestivas do intestino
médio de larvas do S. levis e demonstraram que esse inibidor foi capaz de reduzir 85% da
atividade de cisteino-peptidases intestinais deste inseto. Além disso, larvas do inseto
Sphenophorus levis alimentadas com cana-de-agUcar transgénica superexpressando a cistatina
CaneCPI-1 apresentaram reducdo de peso e as plantas transgénicas apresentaram menor dano
ao atque das larvas do que plantas selvagens de cana-de-acucar (Schneider et al., 2017). Com
base nesses resultados, observa-se que essas cistatinas podem ter acdo inibitdria contra
enzimas digestivas de Migdolus fryanus e contribuir para o controle do dessa praga por meio
de experimentos de transformacéo genética de plantas de cana-de-agUcar visando a resisténcia

ao inseto Migdolus fryanus.

1.5 Transformacéo genética de cana-de-agucar
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A primeira cana-de-agucar transgénica foi desenvolvida por Bower e Birch (1992),
utilizando a técnica de biolistica. Desde entdo, plantas transgénicas de cana-de-agUcar com a
incorporacdo de diversas caracteristicas de interesse agrondmico e comercial tém sido
reportadas: resisténcia a insetos (Arencibia et al., 1997,1999; Falco e Silva-Filho, 2003;
Weng et al., 2011; Gao et al., 2016 Schneider et al., 2017), resisténcia a herbicidas (Gallo-
Meagher e Irvine, 1995; Enriquez-Obregon et al., 1998; Snyman et al., 2006,
Manickavasagam et al., 2004; Wang et al., 2017), resisténcia a fungos e virus (McQualter et
al., 2004; Nayyar et al., 2017), tolerancia a estresse abiotico (Belintani et al., 2012; Guerzoni
et al., 2014; Ramiro et al., 2016), producdo de proteinas farmacéuticas (Wang et al., 2005),
producéo de polihidroxibutirato (Petrasovits et al., 2012), aumento do teor de sacarose (Wu e
Birch, 2007; Groenewald e Botha, 2008).

Diversos protocolos de transformacdo genética de cana-de-acUcar via eletroporacéo,
biolistica e Agrobacterium tumefaciens tém sido publicados (Bower et al., 1996; Arencibia et
al., 1998; Arencibia et al., 1995; Snyman et al., 2001; Manickavasagam et al., 2004; Snyman
et al., 2006; Jain et al., 2007; Joyce et al., 2010; Basnhayake et al., 2011; Taparia et al., 2012;
Fouad et al., 2015). Os métodos mais utilizados para a transformacdo de cana-de-aclcar sao
biolistica e transformacdo por Agrobacterium tumefaciens.

O bombardeamento de particulas ou biolistica foi descrito pela primeira vez por
Sanford, 1988. Consiste na utilizacdo de microparticulas, de ouro ou tungsténio, que séo
aceleradas a uma alta velocidade para penetrar, de forma ndo letal, a parede celular e
membrana plasmatica, carreando moléculas de DNA, RNA ou proteinas para o interior da
célula (Lacorte, 1998, Krishnan e Mohan, 2017). O equipamento que tem sido mais utilizado
¢ PDS-1000/He, onde o gas hélio impulsiona as particulas. Esse método é versatil, podendo
ser utilizado para transformacéo de diferentes tipos de tecidos de cana-de-agucar e € o método
de transformacdo mais utilizado para cana-de-agUcar (Krishnan e Mohan, 2017).

O método de transformagdo via Agrobacterium tumefaciens possui vantagens em
relacdo a biolistica, por apresentar menor custo, pela inser¢do de baixo numero de coépias, e
facil manipulagdo (Krishnan e Mohan, 2017). Esta bactéria fitopatogénica gram-negativa é
responsavel pela doenga conhecida como “galha da coroa”, em que ocorre a formagdo de um
tumor no tecido vegetal infectado. A doenca é resultado de um processo natural de
transferéncia de uma regido de DNA (T-DNA do inglés “Transferred DNA”) contido no
plasmideo bacteriano Ti (Tumor inducing) da bactéria para a célula vegetal. A regido vir do

plasmideo Ti é responsavel pelos processos de excisdo, transporte, protecdo e integragdo do T-
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DNA ao genoma da célula. Na célula, o T-DNA se integra a0 genoma e passa a expressar
genes envolvidos na biossintese de auxinas, citocicinas e também oncogenes, resultando na
multiplicacdo descontrolada de células. As linhagens de Agrobacterium tumefaciens utilizadas
como vetores de transformagdao sdao “desarmadas”, isso ¢, com a delecdo da regido que
codifica oncogenes do plasmideo Ti (Van Sluys, 1998; Soares-Costa et al., 2017).

Esse método de transformacgdo tem sido o mais utilizado para a obtencdo de plantas
transgénicas, principalmente dicotileddneas. (Van Sluys, 1998; Soares-Costa et al., 2017). Em
monocotileddneas, 0 nimero de trabalhos relatando plantas transformadas via Agrobacterium
é reduzido, tendo como exemplos arroz (Chakraborty et al., 2016; Reddy et al., 2016), cevada
(Tingay et al., 1997; Harwood et al., 2014), trigo (Ishida et al., 2015; Aadel et al., 2017),
milho (Cao et al., 2014), sorgo (Che et al., 2018). Arencibia et al., 1998 produziu a primeira
cana-de-acucar transformada via Agrobacterium tumefaciens. Em cana-de-agucar, 0s
protocolos devem ser adaptados, pois fatores criticos influenciam a eficiéncia de
transformacdo como gendtipo, método de cocultivo, vetor de expressdo, marcador de selecéo,
eficiéncia de regeneracdo, promotores (Krishnan e Mohan, 2017).

Nesse capitulo serdo abordados experimentos de transformacdo genética de cana-de-
acucar com a citatina CaneCPI-4 utilizando os métodos de biolistica e Agrobacterium

tumefaciens.

2. OBJETIVOS
Desenvolvimento de plantas de cana-de-aglUcar transgéncia superexpressando uma
cistatina (CaneCPI-4) visando resisténcia ao inseto Migdolus fryanus, com o0s seguintes
objetivos especificos:
=  Amplificacdo da ORF codante da cistatina;
= Clonagem da ORF que codifica a CaneCPI-4 nos vetores de expressdo pAHC17,
pANIC5B e pANIC6B;
= Cultura de tecidos de cana-de-agUcar utilizando discos de folhas imaturas para a
inducdo de calos embriogénicos;
= Transformacdo genética de cana-de-acucar via biolistica e Agrobacterium
tumefaciens;

» Regeneracdo e enraizamento de plantas apos a transformacao genética;
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= Multiplicagédo dos eventos de transformagdo com integracdo do transgene ao
genoma;

= Auvaliacdo da expressao génica.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amplificagdo da ORF que codifica a cistatina (CaneCPI-4)

O inibidor de cisteino-peptidase selecionado para a realizacdo da transformacao
genética de cana-de-acgucar foi a proteina CaneCPI-4 (Gianotti et al., 2008). A CaneCPI-4 ¢
uma cistatina de cana-de-agucar que apresenta eficiente atividade inibitoria contra enzimas do
tipo cisteino-peptidases, inibindo catepsinas humanas B, L e catepsina L de Sphenophorus
levis com uma constante de inibicdo na ordem de nanomolar (Gianotti et al., 2008, Fonseca et
al., 2012).

A fase aberta de leitura que codifica a CaneCPI-4 foi isolada a partir do cDNA contido
no clone SCMCRT2087B02 (genbank accession number CA142099). Este clone é
proveniente do banco de dados de ESTs (Expressed Sequence Tags), que foi gerado no
projeto genoma da cana-de-agucar — SUCEST.

A amplificacdo da regido codante foi realizada por PCR, utilizando oligonucleotideos
especificos, na orientacdo forward pAHC CaneCPIl4_Pdel F e reverse pAHC_CaneCPl4_R
(Tabela 1) que foram desenhados de modo a amplificar a cistatina sem a regido do peptideo
sinal. Para uma reagéo de volume final de 20 uL, foram utilizados 10 ng do DNA molde, 200
uM de dNTP (Invitrogen™), tampdo 1x da Taq DNA Polimerase (Thermo Scientific), 1,5
mM de MgClz (Thermo Scientific), 5 pmol de cada primer e 2,5 U da enzima Taq DNA
polimerase (Thermo Scientific). A amplificagdo foi realizada em termociclador
Mastercycler® Gradient Thermal Cycler (Eppendorf), com a seguinte ciclagem: [1x] 94°C
por 3 [35x] 94°C por 45 segundos, 51°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e [1x] 72°C
por 10 minutos. O produto de amplificagédo foi analisado em gel de agarose 1% e purificado
com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System (Promega).

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para o isolamento da ORF correspondente a CaneCPI-4. O

sitio de restri¢do para a enzima Bam HI esta sublinhado
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PAHC_CaneCPl4_Pdel_F 5' AAAGGATCCGCGCGTGCGGGGGC 3!
pAHC_CaneCPIl4_R 5' AAAGGATCCTCAGTCGGCCGACGCGAAG 3

3.2 - Construcéao do vetor de expressao pAHC17_CaneCPI-4

O plasmideo de expressdao utilizado foi o pAHCL17, cedido gentilmente pelo Dr.
Eugénio Cesar Ulian. O plasmideo tem como caracteristicas a presenca do promotor da
ubiquitina do milho (ubi-1) para taxas elevadas de expressdo em monocotiledéneas, marcador
de selecdo que confere resisténcia a ampicilina e um Unico sitio de restricdo para a enzima
Bam HI (Christensen e Quail, 1996).

Foi realizada uma construcdo utilizando o plasmideo pAHC17 e o fragmento
correspondente a CaneCPI-4 com exclusdo da regido codante do peptideo sinal. O plasmideo
pAHC17 foi clivado com a enzima Bam HI. A reacdo contou com 5 pg do plasmideo, 10 U da
enzima Bam HI, tampédo 1x da enzima [10 mM Tris-HCI (pH 8.0 a 37°C); 100 mM KClI;
0.02% Triton X-100; 0.1 mg.mL-1 BSA] (Thermo Scientific) e agua, com incubacdo a 37 °C
por 4 horas. O plasmideo clivado foi recuperado do gel de agarose 1% e defosforilado com a
enzima SAP - Shrimp Alkaline Phosphatase (GE Healthcare) para evitar a recircularizagéo.
Na reacdo de defosforilacdo, utilizou-se 2,6 g do plasmideo, 1U da enzima SAP, tampdo da
enzima 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM MgCI2] (GE Healthcare) e a4gua, com
incubacdo a 37°C durante 1 hora e inativacdo a 70°C por 20 minutos. Posteriormente, 0 DNA
foi precipitado com 0,1 v/v de acetato de sédio 3M pH 5,2; 2,5 v/v de etanol 95%.

A reacdo de ligacdo entre o fragmento correspondente a CaneCPI-4 e o vetor pAHC17
contou com 40 ng de vetor pAHC17 , 150 ng de inserto, 1 U da enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen™), tampao da enzima 5X [250 mM Tris-HCI pH 7.6; 50 mM MgCI2; 5 mM ATP;
5 mM DTT; 25% (w/v) polyethylene glycol-8000] (Invitrogen™) e dgua em volume final de
10 pL, com incubagéo a 4°C, overnight. O volume da ligagéo foi utilizado para transformar,
por choque térmico, células quimiocompetentes da cepa de propagacdo DH5-a de Escherichia
coli de acordo com Sambrook e Russel, 2001. Os clones foram selecionados em placas de
Petri contendo meio LB Agar e 100 pg.mL™ de ampicilina.

Aleatoriamente, foram escolhidas colonias bacterianas resistentes a amplicina para a
realizacdo de uma PCR de colonia. A PCR foi realizada nas mesmas condic¢des da reacdo de
isolamento da ORF da CaneCPI-4, como mencionado anteriormente. Um clone bacteriano
que apresentou amplificagcdo positiva foi cultivado em meio LB Broth adicionando-se 100
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ug.mL?* de ampicilina. Em seguida, o DNA plasmidial foi purificado pelo método de lise
alcalina (Sambrook e Russel, 2001). O plasmideo pAHC17_CaneCPI-4 foi sequenciado no
MegaBACE 1000 Flexyble (GE Healthcare UK), utilizando o kit DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Healthcare). O

primer utilizado no sequenciamento foi 0 M13 reverse 5’ cag gaa aca gct atg ac 3°.

3.3 Construcao dos vetores de expressao pANIC5B_CaneCPI-4 e pANIC6B_CaneCPI-4

A amplificagdo da regido codante da CaneCPI-4 foi realizada por PCR utilizando
oligonucleotideos especificos, Gateway CaneCPl-4pdel_F e Gateway CaneCPI-4_R (Tabela
2). Para uma reacdo de volume final de 50 uL, foram utilizados 10 ng do DNA molde, 200
uM de dNTP (Invitrogen™), tampdo 1x da Taqg DNA Polimerase (Thermo Scientific), 1,5
mM de MgCl, (Thermo Scientific), 5 pmol de cada oligonucleotideo e 2,5 U da enzima Taq
DNA polimerase (Thermo Scientific). A amplificacdo foi realizada em termociclador
Mastercycler® Gradient Thermal Cycler (Eppendorf), coma ciclagem: [1x] 94 °C por 3 min,
[35x]: 94 °C por 45s, 50 °C por 90 s e 72°C por 90 s e [1x] 72°C por 10 min.

A verificagdo do resultado da amplificacdo foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1%. O fragmento foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up
System (Promega).

Tabela 2: Sequéncia dos primers utilizados para o isolamento da ORF correspondente & CaneCPI-4.

Gateway_CaneCPl-4p+_R 5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTCTCAGTCGGCCGACGCGAA 3
5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC
TGGACCGCGCGTGCGGGGGC 3

Gateway_CaneCPI-4_F

Negrito: adaptadores attB1 (primer foward) e attB2 (primer reverse).

3.4. Construcdo dos plasmideos de expressaio pANIC5B_CaneCPIl-4 e
pANIC6B_CaneCPI-4

Os vetores de expresséo pANIC5B_CaneCPIl-4 e pANIC6B_CaneCPI-4 foram
posteriormente utilizados para a transformacéo genetica de cana-de-acticar. Ambos os vetores

foram projetados para um alto nivel de expressdo constitutiva (promotor ZmuUbil) de genes
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heter6logos em monocotiledéneas. O vetor pANIC5B € especifico para transformacgéo
mediada por biolistica e pANIC6B para transformacdo mediada por A. tumefaciens (Mann et
al., 2012). Os vetores possuem o gene reporter GUSPIus, regulado pelo promotor PvUbi 1 e 0
marcador de selecdo para plantas (hph), regulado pelo promotor OsActl, que confere
resisténcia ao antibidtico higromicina.

O sistema de clonagem destes vetores é gateway®. Este sistema baseia-se na rapida e
eficiente troca de fragmentos de DNA entre um vetor de entrada contendo o gene de interesse
e 0 vetor de expressdo, por meio de uma reacdo de recombinacdo sitio especifica do
bacteriofago lambda (Hartley et al., 2000).

Apobs a amplificacdo da CaneCPI-4 utilizando os primers especificos contendo os
adaptadores attB1 e attB2, seguiu-se com a reacdo de recombinacdo entre os sitios attB1 e
attB2 do produto de PCR e os sitios attP1 e attP2 do vetor pDONR/Zeo (vetor de entrada)
(Figura 3). O vetor pDONR/Zeo possui marcador de selegdo positiva que confere resisténcia
ao antibidtico zeocina. Além disso, possui 0 marcador de sele¢do negativa ccdB que é letal
para as linhagens sensiveis, pois interfere no completo girase-DNA, impedindo a passagem da
polimerase, induzindo a quebra de duplas fitas de DNA. Além disso, a subunidade A da DNA
girase foi encontrada inativada como um complexo com a proteina ccdb. O gene ccdb é
flanqueado pelos sitios de recombinacdo attP1 e attP2.

anBl artB2 attPl attP2 attR1 attR2
Produto de PCR flagueado ccdB flanqueado pelos
pelos adaptadores PDONR/Zeo Plasmideo de entrada adaptadores attRl e attR2

attBl e attB2

Figura 3: Esquema representativo da reacdo de recombinagdo entre os produtos de amplificacdo do
fragmento de interesse (CaneCPI-4) e o vetor pDONR/Zeo. Adaptado do Manual Gateway® Technology -
Invitrogen.

Para a reacdo BP foram utilizados 150 ng do plasmideo de entrada pDONR/Zeo
(Invitrogen), 120 ng do produto de PCR, 2 pL da BP Clonase® Il Enzyme mix (Invitrogen) e
g.S.p. 10 uL de tampdo TE pH 8.0. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 8 horas.
Apobs, foi adicionado 1 uL de proteinase K para interromper a reagdo. 5 uL da reacdo foram
utilizados para transformar, por choque termico, células quimiocompetentes da linhagem
DH5-a de Escherichia coli (sensivel ao gene ccdB) de acordo com Sambrook e Russel, 2001.

Os clones bacterianos foram selecionados em placas de Petri contendo meio LB Agar e 25
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ug.mL* de antibidtico zeocina. A presenca do marcador de selecdo negativa ccdB ¢é letal para
as células bacterianas e a presenca do marcador de selecdo com o antibiotico zeocina, somente
as bactérias que receberam o plasmideo pDONR Zeo contendo o gene CaneCPI-4 (reacéo de
recombinacéo eficiente) crescem no meio de cultura.

Aleatoriamente, foram escolhidas colonias bacterianas para a realizacdo de uma PCR
de colonia. A reacdo de PCR seguiu-se com 10 ng do DNA molde, 200 uM de dNTP
(Invitrogen™), tampdo 1x da Tag DNA Polimerase (Thermo Scientific), 1,5 mM de MgCl»
(Thermo Scientific), 5 pmol dos primers universais M13 forward e M13 reverse e 2,5 U da
enzima Taq DNA polimerase (Thermo Scientific), em volume fial de 20 pL. A amplificacdo
foi realizada em termociclador Mastercycler® Gradient Thermal Cycler (Eppendorf), coma
ciclagem: [1x] 94 °C por 3 min, [35x]: 94 °C por 45 s, 50 °C por 90 s e 72°C por 90 s e [1X]
72°C por 10 min. Um clone bacteriano que apresentou amplificacdo positiva foi cultivado em
meio LB Broth com 25 pg.mL™ de zeocina. Em seguida, o DNA plasmidial foi purificado
pelo método de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001) e submetido a analise de restricdo
utilizando a enzima BsrGl. O plasmideo pDONR Zeo possui trés sitios de clivagem para esta
enzima, localizados em ambas as regiGes de recombinacéo (sitios attP1 e attP2) e também no
interior do gene ccdb. Dessa forma, a restricdo do plasmideo vazio resulta em trés bandas de
aproximadamente 790, 1458 e 2043 pb. Entretanto, se a reacdo de recombinacao acontecer de
maneira eficiente, o plasmideo pDONR Zeo, ao sofrer recombinacdo, perde uma regido de
aproximadamente 2248 pb que inclui o gene ccdb. Dessa forma, uma reacdo de restricdo com
a enzima Bsp14071 (BsrGl) gera duas bandas, uma correspondente ao plasmideo (2054 pb) e
também outra correspondente, ao gene de interesse, de 342 pb.

A reagdo de restricdo foi realizada utilizando 600 ng de DNA plasmidial, 10 U da
enzima Bsp14071 (BsrGl) (Thermo Scienthific), 1x Thermo Scientific Tango Buffer (Thermo
Scientific) e 4gua em volume final de 20 Ul, com incubacdo a 37 °C por 4 horas. Tendo a
confirmacéo da presenca do inserto de tamanho esperado na andlise de restri¢cdo, o plasmideo
pDONR/Zeo_CaneCPI-4 foi submetido a sequenciamento.

Apos confirmacdo da integridade entre vetor e inserto, o plasmideo
pDONR/Zeo_CaneCPI-4 foi utlizado para a reagdo LR de recombinacao entre os sitios attL1
e attL2 da construcdo pDONR/Zeo-CaneCPI-4 e os sitios attR1 e attR2 do vetor pANIC5B e
pANIC6B (Figura 4).
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attLl attl2 attRl attR2 attBl B2 attPl attP2

EEE + LR Clonase fecdB ]
Plasmidecde ) Plasmidecde Plasmideno pDONR/Zeo
entrada J destino Expre 5530 .

Figura 4: Esquema representativo da reagdo de recombinacdo entre o plasmideo de entrada
(PDONR/Zeo_CaneCPl-4) e o vetor de expressdo (pANIC). Adaptado do Manual Gateway® Technology -
Invitrogen.

Para a reacdo LR de recombinacdo foram utilizados 150 ng do plasmideo
pDONR/Zeo_CaneCPI-4, 150 ng do plasmideo de expressdo, 2 uL da LR Clonase® II
Enzyme mix (Invitrogen) e g.s.p. 10 uL de tampédo TE pH 8.0. As reacdes foram incubadas a
temperatura de 25 °C por 8 horas. Apos, foi adicionado 1 uL de proteinase K para interromper
a reacdo. 5 uL da reacdo foram utilizados para transformar, por choque térmico, células
quimiocompetentes da linhagem DH5-a de Escherichia coli (sensivel ao gene ccdB) de
acordo com Sambrook e Russel, 2001. Os clones bacterianos foram selecionados em placas de
Petri contendo meio LB Agar e 100 pg.mL™ de kanamicina. A presenca do marcador de
selecdo negativa ccdB € letal para as células bacterianas e a presenca do marcador de selecao
para kanamicina, somente as bactérias que receberam o plasmideo de expressdo contendo o

gene da CaneCPI-4 (reacdo de recombinacdo eficiente) crescem no meio de cultura.

3.5. Obtencao de discos de folhas imaturas e calos embriogénicos de cana-de-acUcar

Todos os procedimentos relativos a obtencao de discos e calos, transformacao genética
via biolistica e regeneracdo das plantas transformadas foram realizados no laboratério da
professora Dra. Helaine Carrer da Esalg — USP (Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz). A variedade de cana-de-acUcar utilizada para a transformacao genética foi a SP80-
3280. Esta variedade foi escolhida por ser bem adaptada a cultura de tecidos.

Os discos de folhas imaturas foram obtidos a partir da excisdo da porcéo apical de
plantas de cana-de-agtcar com méximo de 6 a 7 meses apds o plantio entre o quarto e quinto
no. O processo de obtencdo de calos embriogénicos € representado na figura 5. Em bancada
previamente esterilizada, foram retiradas as folhas externas. Seguiu-se com a excisdo de um
segmento de aproximadamente 15 cm que contém o meristema apical envolto por laminas
foliares imaturas sobrepostas, que chamamos de palmito. A esterilizacdo do material foi

realizada com duas lavagens com etanol 70% e uma terceira lavagem em agua destilada
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estéril. Em seguida, o material foi transferido para uma cadmara de fluxo laminar onde foram
retiradas mais uma ou duas folhas até aparecer a cicatriz da bainha do Gltimo nd. O né foi
retirado e, a partir dele, foram cortados discos transversalmente de aproximadamente 2 mm de
espessura. Para evitar a oxidacao, os discos foram mergulhados em solucdo de acido citrico
(150 mg.L-1) e colocados sobre papel filtro estéril para retirar o excesso. Por fim, foram
colocados em placa de Petri contendo meio MS3K pH 5,8 (sais e vitaminas do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) acrescido de 30g.L™' de sacarose, 3 mg.L? de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 50 mL.L? de agua de coco, solidificado com 2,3 g.L* de
Phytagel® (Sigma-Aldrich®) de forma que a face contraria ao sentido de crescimento ficasse
para cima, a fim de aumentar a eficiéncia de geragéo de calos.

Figura 5: Processo de obtencdo de calos embriogénicos de cana-de-aglcar. Da esquerda para a direita,
extremidade apical de cana-de-agUcar, palmito, discos de folhas jovens e calos embriogénicos de cana-de-agucar
Foto: Vanessa K. Schneider

Os discos de folhas imaturas permaneceram por trinta dias em camara escura a
temperatura de 25°C até serem bombardeados. Como o objetivo do experimento foi realizar o
bombardeamento tanto de discos quanto de calos embriogénicos, os calos formados a partir
dos discos foliares foram removidos no decorrer do seu desenvolvimento e cultivados também
em meio MS3K até no maximo a quarta geracdo, ou seja, quatro repicagens.

Quando os discos de folhas jovens apresentaram calos friaveis (embriogénicos), o que
depende da qualidade do material, época do ano e variedade, o bombardeamento pode ser

realizado.

3.6. Transformacao genética de discos de folhas imaturas e calos embriogénicos de cana-

de-acucar via biolistica
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A figura 6 mostra a representacdo das etapas gerais da transformacgdo genética de
cana-de-acgucar via biolistica.

Figura 6: Etapas de transformacédo de cana-de-agUcar via biolistica. (A) Extremidades de plantas de cana-
de-aclcar que dardo origem aos explantes. (B) Discos de folhas jovens de cana-de-acucar. (C) Calos
embriogénicos de cana-de-agucar produzidos por meio de sub-cultivos dos discos foliares em meio contendo
reguladores de crescimento. (D) Bombardeamento de particulas contendo DNA adsorvido utilizando o
equipamento — Biolistic® PDS-100/He Bio Rad. (E) Regeneracdo de calos embriogénicos transformados.
Reproduzido de Soares-Costa et al., 2017.

Para o bombardeamento, foram utilizadas particulas de ouro de 1 um (Bio-Rad) que
foram lavadas e misturadas ao DNA plasmidial. O processo de preparo das particulas com o
DNA para bombardeamento consistiu basicamente em lavagens sucessivas das particulas e
mistura das mesmas ao DNA plasmidial. Para tanto, foram utilizados 2 mg de particulas de
ouro para cada preparo e 100 pL de etanol absoluto gelado. Esta quantidade de particulas é
suficiente para a realizacdo de 10 tiros de bombardeamento. A suspensdo foi misturada
vigorosamente durante 1 minuto e entdo centrifugada a 5500 rpm, 4°C por 1 s. O
sobrenadante foi completamente removido e as particulas ressuspendidas em 1 mL de agua
MILLI-Q autoclavada gelada. Centrifugou-se a 6500 rpm, 4°C por 1 s e o sobrenadante foi
descartado. As particulas foram ressuspendidas em 250 pL de agua MILLI-Q autoclavada
gelada e foram feitas aliquotas de 245 pL referentes ao nUmero de amostras. A cada aliquota
foi adicionado foi adicionado 25 g de DNA plasmidial, 250 puL de CaCl> 2,5 M e 50 pL de
espermidina 0,1 M e a mistura foi agitada vigorosamente apés a adicdo de cada um dos
componentes. A suspensdo foi, entdo, incubada em gelo por 10 minutos, agitada
vigorosamente durante poucos segundos em intervalos de 1 minuto. Seguiu-se com
centrifugacdo a 5500 rpm, 4°C 1 segundo e remocdo do sobrenadante. As particulas foram
ressuspendidas em 600 pL de etanol absoluto gelado e centrifugadas a 5500 rpm, 4°C por 1
segundo e este processo repetido. Por fim, as particulas foram ressuspendidas em 35 uL de

etanol absoluto gelado e utilizou-se 6 uL para cada tiro, colocando este volume diretamente
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sobre o disco carreador. Além do preparo das particulas, os discos e calos de cana-de-agucar
foram colocados no centro da placa de Petri para maximizar a quantidade de material para
cada tiro.

Como controle da eficiéncia do bombardeamento, os primeiros tiros foram realizados
em folhas de tabaco. As folhas foram dispostas no centro de placa de Petri, de forma que a
face abaxial ficasse voltada para cima. O plasmideo utilizado para esta transformacao controle
foi o pFF19G que possui 0 gene uid-A (GUS). Este gene codifica a enzima B-glucuronidase
que cliva o substrato X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico), gerando um
precipitado de coloragdo azul, que pode ser observado a partir da realizacdo de um teste
histoquimico segundo Jefferson e colaboradores em 1987, que consiste em incubar as folhas
bombardeadas em solucdo de 1mM de X-Gluc em 50 mM de NaH.PO4, pH 7, por 20 horas a
37°C e, posteriormente, realizar uma lavagem com etanol 70%.

O bombardeador utilizado foi 0 PDS-1000/He™ da Bio Rad. A pressdo de disparo foi
de 1100 PSI e os discos de ruptura foram escolhidos de acordo com esta presséo. As placas

contendo os calos a regido central foram alocadas a 9 cm do aparato de disparo.

3.7- Regeneracdo das plantas de cana-de-acucar transformadas

Apos 0 bombardeamento, as placas contendo o tecido de cana-de-aglcar bombardeado
foram incubadas por trés dias em camara escura a 27°C. Posteriormente, o material foi
transferido para frascos contendo meio de regeneracdo MRP (meio MS (Murashine e Skoog,
1962) + 0,5 mg.L! BAP + 3,5 mg.Lt de ANA + 2,3 g.L! de Phytagel® (Sigma-Aldrich®)
pH 5,8) com adicdo 30 mg.L? de geneticina e acondicionados em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, com temperatura em torno de 27°C. O material foi repicado a cada
15 dias, totalizando 6 etapas de regeneracdo. Apos, os calos foram transferidos para frascos
com meio MS pH 5,8 (Murashigne e Skoog, 1962) suplementado com de 30 g.L* de sacarose
+ 30 mg.L* de geneticina + 2,3 g.L? de Phytagel® (Sigma-Aldrich®) com agente de selecdo
e acondicionado em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, em torno de 27°C. As

plantulas foram mantidas nestas condic¢des até a regeneracdo completa das mesmas.

3.8. Analise de integracdo do fragmento que codifica a CaneCPI-4 ao genoma da planta.
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A extracdo de DNA de folhas da planta de cana-de-acucar resultante do evento de
transformagéo com a constru¢cdo pAHC17_CaneCPI-4 foi realizada com 100 mg de folhas e
utilizando o reagente Plant DNAZzol (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para a PCR, foram utilizados aproximadamente 25 ng de DNA genémico, 200 uM de dNTP
(Invitrogen™), tampao 1x da Taq DNA Polimerase (Thermo Scientific), 1,5 mM de MgCl>
(Thermo Scientific), 5 pmol dos primers CaneCPl-4 R (Tabela 5) e Ubi F (5’
CCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTG 3°), 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase
(Thermo Scientific), em volume final de 20 pL. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Mastercycler® Gradient Thermal Cycler (Eppendorf), coma ciclagem: [1x] 94
°C por 3 min, [35x]: 94 °C por 45 s, 48 °C por 90 s e 72°C por 90 s e [1x] 72°C por 10 min.

3.9. Analise de expressdo génica nas plantas transformadas: extracdo de RNA, sintese de
cDNA e RT-gPCR

Os primers utilizados para a analise de expressdo génica da CaneCPI-4 nas plantas
transgénicas e para a analise da expressdo génica do gene de referéncia Poliubiquitina
(ISKANDAR et al., 2004) estéo listados na tabela 3.

O RNA total foi extraido de folhas de cana-de-agucar utilizando Trizol (Invitrogen) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A integridade do RNA foi verificada em gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio a partir do padrdo do RNA ribossomal, ou seja, a
presenca das bandas 28S e 18S e auséncia de rastros de degradacdo. A pureza foi verificada
pelas razdes 260/280 e 260/230 em especrofotdbmetro Nanodrop — 1000 (Thermo Fisher
Scientific). 3 pg de RNA total foram tratados com DNase | Amplification Grade, para evitar
contaminacdo com DNA gendmico. O tratamento com DNAse foi validado por qPCR, para
comprovacdo de que a amplificacdo ndo ocorra pela presenca de DNA genémico, usando
primers do gene de referéncia poliubiquitina e RNA tratado com DNAse como molde. Apds,
500 ng de RNA total foram utilizados para a sintese de cDNA com o kit High Capacity
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instruc6es do fabricante,
com a adigdo de 100pmol de oligoDT20V.

Na gPCR foram adicionados 2 uL de cDNA, 5uL de Platinum SYBR Green qPCR
Supermix (Invitrogen), 400 nM de cada primer em volume final de 10 pL. A reagéo foi
realizada em triplicata no equipamento Eco Real-Time PCR System - Illlumina com os

seguintes ciclos: 50°C durante 2 minutos, 95°C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos 94°C por
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30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, finalizando com a curva de
melting de 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos e 95°C por 15 segundos. A curva de
melting foi realizada ap0s cada reacdo para confirmar a auséncia de produtos de amplificacéo
ndo especificos. As concentracOes de primer foram otimizadas antes da analise da eficiéncia
da reagdo. As reacdes apresentaram eficiéncia de amplificacdo entre 95 e 105% e R%> 99%.
Os dados foram analisados utilizando o método 244t (Livak e Schmittgen 2001). As
diferencas observadas na expressao génica foram consideradas significativas se p menor que

0,05 com um intervalo de confianca de 95%.

Tabela 3: Primers para RT-gPCR

Gateway_CaneCPl-4p+ R 5> CCGATCAGGAACGTGAGC 3’
CaneCPI-4 RT-qgPCR_R 5> GACGAGCCTGTAGTTCATCC 3’
Poliubiquitina_F 5> CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG 3’
Poliubiquitina_R 5° CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT 3’

3.10. Ensaio de Western blot

Para as analises em Western blot, as amostras de proteinas extraidas, com o ragente
TriZol, de folhas do evento de transformacdo de cana-de-aclcar com a construcdo
pAHC17CaneCPI-4 e folhas de plantas selvagens de cana-de-agucar da variedade SP80-3280
foram separadas por SDS-PAGE 15% e transferidas para membrana de PVDF [poli (fluoreto
de vinilideno)] (Bio Rad) em tampéo de transferéncia (Tris 200 mM, glicina 50 mM, metanol
- concentracdo final de 20%) durante 2 horas, a 150 mA. Apos a transferéncia, a membrana
foi corada por aproximadamente 3 minutos em solu¢do Ponceau (Merck) (Ponceau 0,5%,
acido acético 0,1%) para visualizacdo da localizacdo das bandas e marcacdo das mesmas com
0 auxilio de uma agulha.

O blogueio das membranas foi realizado utilizando uma solucdo de leite em pé
desnatado Molico (Nestlé) 5% diluido em TBS 1x (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, Nacl 150 mM,
pH 8.0) a 4°C por 16 horas. Apos o blogueio, a membrana foi lavada por 3 vezes com TBS
1X (5 minutos cada lavagem e leve agitagdo) e incubada com o anticorpo primério anti-
CaneCPI-4 (diluicdo 1: 3.000) durante 90 minutos sob leve agitacdo em temperatura
ambiente. Apos, a membrana foi lavada com em TBS 1x e foi realizada a incubagéo com

anticorpo secundario Anti - mouse IgG (dilucdo 1:10.000) do kit GE Healthcare Amersham
28



ECLTM Western Blotting Analysis System, durante 90 minutos sob leve agitagcdo em
temperatura ambiente. Por fim, a membrana foi lavada com TBS 1x, trés vezes de 5 minutos e
leve agitacdo, e as bandas correspondendo as proteinas reconhecidas pelos anticorpos foram

reveladas pela adicdo de solucdo NBT-BCIP (Thermo Fisher Scientific).

3.11. Transformacdo de células de Agrobacterium tumefaciens linhagem LBA4404 e
EHA105 com a construcédo pANIC6BCaneCPI-4

As linhagens LBA4404 e EHA105 de A. tumefaciens foram utilizadas para o0s
experimentos de transformacdo genética de cana-de-agUcar. Uma col6nia isolada de cada
linhagem foi crescida em 5 mL de YEP (extrato de levedura 1%, peptona 1%, NaCl 0,5%)
com adicdo de 10 pg.mL™* do antibidtico rifampicina e incubacio a 28°C, 180 rpm, 16 horas.
Apds, a cultura foi incubada em geladeira por 8 horas e entdo, 500 pL da cultura foram
adicionados a 50 mL de meio YEP contendo 10 pg.mL? de rifampicina. A cultura foi
incubada a 28°C, 180 rpm, por aproximadamente 16 horas - até atingir DO — 600 nm em
torno de 1,0. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo a 7800 rpm por 10 min
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo colocado em gelo. O precipitado foi
ressuspendido em 10 mL de CaCl, 20 mM gelado e ap6s centrifugado a 7800 rpm, 10 min a
4°C. O frasco contendo as células foi colocado no gelo e as células foram ressuspendidas em
1 mL de CaClz 20 mM gelado. 200 pL de células foram transferidos para um tubo de 1,5 mL
e acrescentou-se 100 ng da construcdo pANIC6BCaneCPl-4. O tubo foi colocado em
nitrogénio liquido por 15 s e em seguida incubado a 37°C por 3 horas. Os clones foram
selecionados em placas de Petri com YEP &gar contendo 10 pg.mL™ de rifampicina e 50
ug.mL* de canamicina, com incubagcéo a 28 °C por 2-3 dias.

3.12. Transformagéo genética de discos de folhas imaturas e calos embriogénicos de
cana-de-acgucar via Agrobacterium tumefaciens

Calos embriogénicos de cana-de-acucar da variedade SP80-3280 foram utilizados para
a transformacgdo genética via biolistica. Todos os procedimentos relativos a obtencdo de
discos e calos, transformacdo genética via A. tumefaciens e regeneracdo das plantas
transformadas, foram realizados no laboratdrio de Biotecnologia Vegetal - professora Dra.

Andrea Soares da Costa Fuentes — UFSCar (Universidade Federal de Sado Carlos), com
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supervisdo do Dr. Chakravarthi Mohan. A figura 7 mostra um esquema geral das etapas de

transformac&o genética de cana-de-agucar via A. tumefaciens.

Esterilizacio  Discos de folhas CO'Clllti\ZO
Cana-de'acﬁcar jovens A. tumefaaens
(4-6 meses de idade)

Anahses moleculares

Regeneracao

4

4 Planta
Enraizamento regenerada

Aclimatacao

Figura 7: Esquema geral das etapas de transformacéo genética de cana-de-agUcar via Agrobacterium
tumefaciens. Adaptado de Krishnan e Mohan, 2017.

Dois dias antes da transformacgdo genética de calos de cana-de-aglcar com a
construcdo pANIC6BCaneCPI-4, os calos embriogénicos selecionados de aproximadamente
60 dias em meio MS (MS (Murashigne e Skoog, 1962) + 30g/L de sacarose + 9 mg/L de 2,4-
D pH 5,8) foram transferidos para meio MS com acetoseringona (MS (Murashigne e Skoog,
1962) + 30 mg/L de sacarose + 9 mg/L de 2,4-D + concentragdo final de 200 uM de
acetoseringona pH 5,8). Foram realizados 16 experimentos independentes de transformacao
genética de calos via Agrobacterium, com aproximadamente 3 placas de calos em cada
experimento.

Uma colénia das linhagens LBA4404 e EHAL05 transformada com a construcao
pANIC6BCaneCPI-4 foi inoculada em 5 mL de YEP (extrato de levedura 1%, peptona 1%,
NaCl 0,5% pH 7,0) com adi¢do de 10 pg.mL* do antibiético rifampicina e incubagio a 28°C,
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180 rpm, 16 horas. Apos, a cultura foi incubada em geladeira por 8 horas e entdo, 500 pL da
cultura foram adicionados a 50 mL de meio YEP contendo 10 pg.mL™ de rifampicina. A
cultura foi incubada a 28°C, 180 rpm, por aproximadamente 16 horas - até atingir DO — 600
nm em torno de 1,0. Em seguida, colocar a cultura no gelo por 15 min e centrifugar a 6000
rpm por 10 min, temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 25 mL de meio de
infeccdo (1/2 MS (Murashigne e Skoog, 1962) + 15g/L de dextrose + 15¢/L de sacarose pH
5,3) e adicionou-se acetoseringona numa concentracdo final de 200 puM. A cultura foi
incubada a 28 °C, 180 rpm, por 1 hora na presenca de luz LED. Apos, os calos de 3 placas de
Petri foram adicionados a cultura. A cultura foi entdo incubada por 1h a 28 °C, 180 rpm, no
escuro. Em seguida, a cultura foi submetida a vacuo de 25 mm de Hg por 3 min, com
intervalo sem vacuo de 2 min e novamente submetida a vacuo de 25 mm de Hg por 3 min.
Incubar a cultura por 1 hora a 28°C sem agitacdo, no escuro. Entdo, o meio foi descartado, 0s
calos foram colocados sobre papel filtro e transferidos para placas contendo MS +
acetoseringona. As placas foram incubadas em cédmara Fitotron a 27 °C, por 72 horas, no
escuro.

O material transformado foi transferido para um erlemeyer estéril e aproximadamente
100 mL de &gua estéril foram adicionados. O frasco foi levemente agitado durante dois
minutos e o liquido descartado. Este processo foi repetido trés vezes. Em seguida, foram
adicionados 100 mL de &gua e 50 mg do antibiotico cefotaxima e o frasco foi agitado por 5
minutos. O liquido foi descartado e os calos foram colocados sobre papel filtro e transferidos
para meio de selecdo da Agrobacterium (MS (Murashigne e Skoog, 1962) + 30mg/L de
sacarose + 9mg/L de 2,4-D + 500 mg/L de cefotaxima pH 5,8). Os calos permaneceram nesse
meio por 15 dias e entdo foram transferidos para meio de selecdo da agrobactéria e dos calos
transformados (MS (Murashigne e Skoog, 1962) + 30 mg/L de sacarose + 9mg/L de 2,4-D +
500mg/L de cefotaxima + 30 mg/L de higromicina) e incubados na camara Fitotron a 27°C,
no escuro. Iniciou-se neste momento, a selecdo dos calos de cana-de-agucar transformados
com a construcdo de interesse. Os calos foram transferidos para novo meio de selecdo
(cefotaxima + higromicina) a cada 15 dias, totalizando 6 estagios de sele¢do. Apos o periodo
de selecdo dos calos transformados com a constru¢cdo pANIC6BCaneCPl-4, o material foi
transferido para meio MRP (MS (Murashigne e Skoog, 1962) + 30mg/L de sacarose + 1mg/L
de BAP + 0,5mg/L de ANA Ph 5,8) e incubado a 27°C com fotoperiodo de 16 h. A cada 15

dias os calos foram transferidos para meio MRP, totalizando 6 etapas de regeneragéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Construcao do vetor de expressdo pAHC17CaneCPI-4

CaneCPI-4 possui uma fase aberta de leitura de 360 pb. A regido codante do peptideo
sinal foi excluida (60 pb) e foram inseridos sitios de restricdo para a enzima Bam HI em cada
primer. A ORF foi obtida por PCR e a anélise do produto de amplificacdo mostrou a presenca

de fragmentos de tamanho esperado de aproximadamente 318 pb (Figura 8).

1000 ph -

500 pb -
250 pb -

-318pb

Figura 8: Amplificacdo da ORF CaneCPI-4. M - marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific); 1, 2 e 3 - banda de amplificacdo da ORF da CaneCPI-4; 4 - Controle negativo.

Apos clivagem com a enzima de restricdo Bam HI e purificacdo do fragmento
correspondente a CaneCPI-4, este foi ligado ao plasmideo pAHC17 previamente clivado com
a mesma enzima de restricdo, gerando o vetor pAHC17_CaneCPI-4. O sequenciamento do
plasmideo recombinante foi realizado e confirmou a integridade e correta orientacdo da ORF
da CaneCPI-4.

4.2. Transformacdo genetica de cana-de-agUcar via biolistica com a construgdo
PAHC17_CaneCPI-4 e regeneracao

Foi realizado bombardeamento de calos embriogénicos de cana-de-agucar, no total de
5 placas de calos e 5 placas de folhas imaturas, com os vetores pAHC17_CaneCPI-4 e pAH9.
O vetor pFF19G foi utilizado para transformar folhas de tabaco, utilizadas como controle da

eficiéncia do bombardeamento. A analise de eficiéncia do bombardeamento € realizada pela
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presenca de pontos azuis nas folhas de tabaco transformadas, o que indica a expressao
transiente da enzima pB-glucuronidase. A andlise demonstrou que os parametros do

bombardeador e o preparo das particulas estavam corretos (Figura 9).

Figura 9: Folhas de tabaco transformadas com o plasmideo pFF19G apresentando expressdo transiente
do gene da enzima B-glucuronidase.

Aos 30 dias ap6s o bombardeamento, foi possivel observar o inicio de regeneracéo de
plantas, tanto para discos quanto para calos bombardeados (Figura 10 B e E) quanto para 0s
controles (discos e calos ndo bombardeados) (Figura 10 A e D). Além disso, calos e discos
ndo bombardeados transferidos para meio MRP contendo geneticina apresentaram-se muito
oxidados (Figura 10 C e F), o que demonstra que a selecdo do material ndo-transformado foi
efetiva.

Aproximadamente 90 dias ap6s o bombardeamento as plantas apresentaram as
primeiras raizes. Nesta fase, obtivemos, ao total, 48 plantas controle e 40 plantas

transformadas (Figura 11).
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Figura 10: Regeneracdo de plantas a partir de discos de folhas imaturas e calos de cana-de-agUcar da
variedade SP80-3280 bombardeados com com a constru¢cdo pAHC17CaneCPI-4. Discos: A — Discos ndo
bombardeados em meio de regeneracdo; B - Discos bombardeados em meio de regeneragdo contendo geneticina;
C — Discos ndo bombardeados em meio de regeneracdo contendo geneticina. Calos: D — Calos néo
bombardeados em meio de regeneracdo; E - Calos bombardeados em meio de regeneragdo contendo geneticina;
F — Calos ndo bombardeados oxidados em meio de regeneracdo contendo geneticina.
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Figura 11: Regeneracdo de plantas de cana-de-agUcar da variedade SP80-3280 a partir de discos e calos
bombardeados com o gene da CaneCPI-4, 90 dias apds o bombardeamento. A — Plantas ndo-transformadas;
B — Plantas regeneradas a partir de discos bombardeados; C — Plantas regeneradas a partir de calos
bombardeados.

Aos 150 dias ap6s o bombardeamento, as plantas transformadas com a construgdo
pAHC17_CaneCPI-4 apresentaram sintomas de intoxica¢cdo, com uma acentuada queda na
taxa de crescimento, apresentando folhas amareladas (Figura 12). Nesta fase, obtivemos 43

plantas controle e 21 plantas transformadas (constru¢cdo pAHC17_CaneCPl-4).
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Figura 12: Reducgdo no crescimento das plantas renegeradas a partir da transformac¢do com a
construcdo pAHCL17_CaneCPl-4 e amarelecimento das folhas, com a presencga, inclusive, de uma
planta albina.

Apesar da quantidade de antibidtico ter sido reduzida nas repicagens seguintes,
ocorreu a morte de todas as plantas da constru¢cdo pAHC17_CaneCPI-4. Dessa forma, novos
experimentos de transformacédo genética foram iniciados.

Para o novo bombardeamento, utilizou-se calos embriogénicos (10 placas) que foram
bombardeados com os vetores pAHC17_CaneCPI-4 e pAH9. O vetor pFF19G foi utilizado
para transformar folhas de tabaco, utilizadas como controle da eficiéncia do bombardeamento.
A andlise de eficiéncia do bombardeamento pdde ser verificada pela da presenca de pontos
azuis nas folhas de tabaco transformadas, 0 que indica a expressdo transiente do gene da
enzima B-glucuronidase. A andlise demonstrou que os pardmetros do bombardeador e o
preparo das particulas estava correto, porém ndo tdo eficiente quanto o experimento de

transformac&o genética anterior (Figura 13).

36



Figura 13: Folhas de tabaco transformadas com o plasmideo pFF19G apresentando expressao transiente
do gene da enzima B-glucuronidase.

Aos 25 dias apds o bombardeamento foi possivel observar de inicio de regeneracao de

plantas (Figura 14).

Figura 14: Inicio de regeneracdo de plantas (construcdo pAHC17CaneCPl-4), 25 dias ap6s o
bombardeamento.

Aos 75 dias apds o bombardeamento, os calos foram repicados e foi possivel observar
a regeneracdo de somente uma planta do evento de transformagdo com a construcao
pAHC17_CaneCPI-4. Os calos que ndo regeneraram foram novamente transferidos para meio
MRP com geneticina, esperando-se que mais plantas fossem regeneradas. Entretanto a
posterior regeneracao de plantas a partir destes calos ndo foi induzida em meio de cultura. A
planta resultante deste bombardeamento (constru¢cdo pAHC17CaneCPI-4) foi repicada a cada
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30 dias intercalando-se meio com e sem geneticina. A figura 15 mostra a planta regenerada
aos 6 meses apds o bombardeamento.

Figura 15: Planta resultante do segundo bombardeamento com a constru¢gdo pAHC17_CaneCPI-4 aos 6
meses ap0s 0 bombardeamento.

4.3. Andlise de integracdo do vetor pAHC17_CaneCPI-4 ao genoma de cana-de-agUcar

Ap0s os eventos de biolistica, 0 DNA exdgeno introduzido via microparticulas podera
ou ndo estar integrado ao genoma da planta. Apds inimeras divisoes celulares, a permanéncia
do agente marcador de selecdo caracterizard um elemento de transformacdo positiva. Caso
contrério, o tecido que foi submetido ao processo de bombardeamento ao passar pelo processo
de selecdo quimica por antibiéticos, ndo sera viavel, vindo a perecer no processo de
regeneracao.

O DNA genbmico do evento de transformagdo do segundo ensaio de
bombardeamentos com a construgcdo pAHC17_CaneCPIl_4 foi usado como molde para uma
PCR para verificar a integracdo da CaneCPI-4 ao genoma da cana-de-acUcar. Foi observada
uma banda no tamanho esperado de 520 pb, confirmando que a esse evento € um clone

positivo (Figura 16).
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Figura 16: Andlise da presenga da CaneCPI-4 na planta regenerada. Gel de agarose 1% mostrando 0s
produtos amplificados a partir de amostras de DNA de folhas de cana-de-agUcar. M: marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 1: controle negativo da reagdo; 2: Controle positivo
(construcdo pAHC17_CaneCPI-4); 3: Planta de cana-de-acucar regenerada, transformada com a construcéo
pAHC17_CaneCPI-4; 4: Planta de cana-de-agucar ndo transformada.

4.4. Multiplicacédo in vitro da planta resultante do evento de transformacdo com a
construcdo pAHC17_CaneCPI-4

A planta matriz resultante do evento de transformacdo com a construcdo
pAHC17_CaneCPI-4 foi multiplicada in vitro. A figura 17 mostra o processo de
multiplicacdo do evento de transformacdo com a construcdo pAHCL17_CaneCPI-4.
Aproximadamente 10 meses apds o inicio da fase de multiplicacdo in vitro, foi possivel a

obtencéo de 14 plantas multiplicadas.
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Figura 17: Processo de muItipIicag in vitro da planta transformada com a construgédo
pAHC17_CaneCPI-4.

4.5 Transferéncia das plantas transformadas com a constru¢do pAHC17_CaneCPI-4
para vasos

As plantas transformadas com a construcdo pAHC17_CaneCPI-4 multiplicadas in
vitro foram transferidas para vasos com cobertura pléstica e mantidas dentro do laboratério
para aclimatizacdo por 30 dias. Apds este periodo, as plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo, mantendo a cobertura plastica por 10 dias (Figura 18).

Em casa de vegetacao, as plantas transformadas com a constru¢do pAHC17_CaneCPI-
4 foram multiplicadas (Figura 19), juntamente com as plantas selvagens de cana-de-agucar da

variedade SP80-3280, no mesmo estagio.
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Figura 18: Plantas multiplicadas resultantes do segundo bombardeamento com a construcéo
pPAHC17_CaneCPI-4 em vasos com cobertura plastica em casa de vegetagédo

Figura 19: Plantas resultantes da transformagdo com a constru¢cdo pAHC17_CaneCPIl-4 em casa de
vegetacéo.

4.6. Analise da expressao génica e expressao proteica nas plantas transformadas por RT-
gPCR

A expressdo génica da CaneCPI-4 foi avaliada em dois experimentos independentes
em trés plantas transgénicas e trés plantas selvagens. A expressdo génica da CaneCPI-4 nas
plantas transgénicas (T) e plantas selvagens (WT) ndo apresentou diferenca significativa,
correspondendo a 1 para as plantas selvagens e 0,94 para as plantas transgénicas com p=0,057
(Figura 20).
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Figura 20: Grafico de expressdo génica da CaneCPl-4 em plantas transgénicas (T) e selvagens (WT) de
cana-de-agucar

Como ndo foi detectado um aumento da expressdo génica da CaneCPI-4 nas plantas
transgénicas pela andlise de RT-qPCR, foi realizada uma nova RT-qPCR para avaliar a
expressdo génica da CaneCPI-4 nas plantas transformadas. Entretanto, o resultado da figura
35 foi confirmado, ndo apresentando diferenca significativa de expressao do transgene entre a
as plantas selvagens e transformadas.

O resultado do western blot mostrou que o anticorpo policlonal anti-CaneCPI-4 foi
capaz de reconhecer a proteina CaneCPI-4 recombinante (Figura 21B, coluna 3), porém néo
foi capaz de reconhecer a mesma proteina na planta resultante da transformacdo com a
construcdo pAHC17CaneCPI-4 e nas plantas selvagens (Figura 21B, colunas 1 e 2), indicando

que a expressao basal da CaneCPI-4 ¢ baixa na variedade SP80-3280.
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Figura 21: Imunodeteccdo da proteina CaneCPl-4. A: gel espelho, onde M: marcador de peso molecular
Benchmark Invitrogen; 1: Extrato proteico de folhas de plantas selvagens de cana-de-agUcar; 2: Extrato proteico
de folhas de plantas resultantes do evento de transformacdo com a construcdo pAHC17CaneCPI-4; 3: proteina
CaneCPI-4 recombinante. B: ensaio de imunodeteccdo da proteina CaneCPl-4 realizado com as mesmas
amostras da figura A.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de expressdo seria o silenciamento do
transgene, nas plantas em fase de multiplicacao.

O transgene pode ter integrado em uma regido inacessivel para transcri¢do ou pode ter
sido silenciado por um mecanismo de silenciamento génico transcricional ou poés-
transcricional, como reportado em cana-de-acUcar transgénica transformada com o0s genes
uidA and albD sob controle do promotor Ubi-1 com ensaios de expressdo de luciferase
(Hanson et al., 1999). (Wei et al., 2003) relataram que ocorreu silenciamento em plantas de
cana-de-agucar transgénica transformadas com o plasmideo pAHC17 sob controle do
promotor Ubi-1, utilizando ensaios de acumulo de GUS. Além disso, 0s mesmos autores
reportaram que plantas de cana-de-acucar transformadas por biolistica ttm uma maior reducéo
de expressao apds a regeneracao.

O silenciamento génico evoluiu como um mecanismo de protecdo da planta contra
virus e transposons (Baulcombe e English, 1996). A atividade de elementos transponiveis
gera uma maior instabilidade do transgene, e também pode ser a causa do silenciamento.
Foram identificados 68 elementos de transposicdo em cana-de-acucar (De Araujo et al.,
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2005). Além disso, a ativagdo de transposons é aumentada em condi¢des de cultivo in vitro
(Picelli, 2010).

4.7. Construcdo dos vetores de expressao pANIC5B_CaneCPI-4 e pANIC6B_CaneCPI-4

Devido a grande dificuldade de regeneragdo de plantas dos experimentos de
transformacdo de cana-de-acucar com a constru¢do pAHC17_CaneCPI-4, buscamos novas
alternativas para melhorar a eficiéncia de transformacdo e obter um maior ndmero de
transformantes. Dessa forma, passamos a utilizar os vetores pANIC5B e pANIC6B para
aumentar a eficiéncia de transformacéo, pois o0 gene de interesse e o gene marcador de selecdo
estardo no mesmo cassete.

Foi realizada a amplificacdo da CaneCPl-4 por PCR juntamente a regido
correspondente aos adaptadores attB1 e attB2 para a recombinacdo. Foi observada banda de
amplificagdo de tamanho esperado de 364 pb (Figura 22).

M 1 2

S00h -
250h -

- 364

Figura 22: Amplificacdo da CaneCPI-4 contendo as regides attB1 e attB2. 1: controle negativo da reagéo, 2:
amplificagdo CaneCPl-4 ¢ M o marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific).

O produto de amplificacao foi utilizado para uma reacdo BP de recombinagdo com o
plasmideo pDONR/Zeo, gerando a construcdo pDONR/ZeoCaneCPI-4. O DNA plasmidial
foi purificado a partir de uma coldnia recombinante e submetido a andlise de restrigdo com a

enzima BsrG | (Figura 23).
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Figura 23: Andlise de restricdo do plasmideo pDONR/ZeoCaneCPI_4. O padrdo de bandas foi igual ao

esperado, com a presenca do fragmento correspondente & CaneCPl-4. M: marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

Além disso, foi realizada a clivagem do plasmideo pDONR/Zeo antes da
recombinacdo, mostrando as trés bandas de tamanho esperado (Figura 24), produzidas pelo
sitio de clivagem em ambas as regifes de recombinacdo attP1l e attP2 e no gene ccdb,
demostrando a diferenca do padrdo de bandas resultantes da clivagem com a enzima
Bsp14071 (BsrG 1) quando a reacdo de recombinacdo é eficiente ou ndo eficiente. O

sequenciamento da construcdo pDONR/ZeoCaneCPI-4 confirmou a integridade e correta
orientacdo do gene.

(
(

il

2043ph
1458 pb

- -

- 750 pb

Figura 24: Analise de restricdo do plasmideo pDONR/Zeo. O padrédo de bandas foi igual ao esperado, com a

presenga de trés fragmentos de 790, 1458 e 2043 pb (coluna 1). M: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder (Thermo Scientific).
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4.8. Transformacao genética de cana-de-agucar (variedade SP80-3280) via biolistica com
a construgdo pANIC5B_CaneCPI-4

Novos experimentos de transformacdo genética de cana-de-agUcar foram realizados,
utilizando uma nova construcdo pANIC5B_CaneCPI-4. Foi realizado o bombardeamento de
calos de embriogénicos de cana-de-acucar (10 placas) com o vetor pANIC5B_CaneCPl-4.
Aos 30 dias ap6s 0 bombardeamento foi possivel observar o inicio de regeneragdo de plantas
(Figura 25).

Figura 25: Selecdo de calos resultantes da transformacdo de cana-de-aglcar com a construgéo
PANIC5B_CaneCPI-4 em meio com higromicina.

Entretanto, 70 dias apds o bombardeamento as plantas passaram a ter sintomas de
intoxicacdo e, mesmo retirando o agente de selecdo nesta fase, ndo foi possivel a recuperacéo,
de forma que todas as plantas morreram.

Dessa forma, novos experimentos de transformacdo genética de cana-de-agucar da
variedade SP80-3280 foram realizados com a construcdo pANIC5B_CaneCPI-4, com
modificagdes na metodologia. Os calos bombardeados permaneceram em camara escura por 7
dias ap6s o bombardeamento e foram entdo transferidos para meio MS3K contendo 30 mg/L
de higromicina e incubados em cadmara escura para selecdo. Foram realizadas 4 etapas de

selecdo (20 dias cada etapa), totalizando 80 dias de selecdo em camara escura (Figura 26).
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Figura 26: Selecdo de calos bombardeados com a construcdo pANIC5B_CaneCPl-4 em meio MS3K

contendo higromicina em cAmara escura

Apbs a etapa de sele¢cdo no escuro, os calos foram transferidos para meio de
regeneracdo com higromicina e acondicionados em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas, 27°C. As plantas foram repicadas a cada 15 dias em meio MRP contendo
higromicina.

A figura 27 mostra a regeneracdo aos 70 dias apds o bombardeamento, num total de 28
frascos com calos em regeneragdo de plantas, transformadas com a construgdo
pANIC5B_CaneCPI-4.

Figura 27: Regeneracdo das plantas a partir de calos bombardeados com a construcio
PANIC5B_CaneCPl-4.

Infelizmente, nas etapas seguintes de regeneracdo as plantas apresentaram sinais de

oxidacdo e ndo foi possivel obter plantas transgénicas a partir destes experimentos.
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4.9. Transformacdo genética de cana-de-agucar via Agrobacterium tumefaciens com a
construcao pANIC6BCaneCPI-4 e regeneracao

Foram realizados 16 experimentos independentes de transformacdo de calos
embriogénicos de cana-de-agucar da variedade SP80-3280, entre 0s meses de maio e julho de
2017, com as linhagens de A. tumefaciens LBA4404 e EHAL05 transformadas com a
construcdao pANIC6BCaneCPI-4.

Ap0s o periodo de co-cultivo com A. tumefaciens, os calos foram transferidos para
meio MS contendo higromicina e cefotaxima, para eliminar as bactérias e iniciar a selecdo dos
calos transformados. Esta selecdo foi realizada em seis etapas, com intervalo de 15 dias. A
figura 28 mostra as etapas de selecdo de calos, desde os calos ndo transformados (Figura 28A)
até os calos que foram transferidos para meio de regeneracdo apés a selecdo com higromicina
(Figura 28F). Observou-se que um grande nimero de calos tornou-se inviavel durante a
selecdo, demostrando que o antibidtico higromicina foi eficiente para a selecéo.
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Figura 28: Etapas de selecdo de calos transformados via Agrobacterium tumefaciens com a construgéo
PANIC6BCaneCPl-4. A: calos embriogénicos de cana-de-aglcar antes da transformacdo. B: Calos
transformados ao final de 15 dias de sele¢do. C: Calos transformados ao final de 30 dias de selecdo. D: Calos
transformados ao final de 60 dias de selacdo. E: Calos transformados ao final de 75 dias de selecdo. F: calos
transformados ao final de 90 dias de sele¢&o.
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Ao final do periodo de selecdo, calos de aproximadamente 40 placas de Petri foram
transferidos para meio MRP. Somente ap6s 60 dias em meio de regeneracdo foi possivel

observar o inicio de regeneracdo de plantas (Figura 29A).

Figura 29: Etapas de regeneracdo das plantas transformada por Agrobacterium tumefaciens com a
construcdo pANIC6BCaneCPl-4. A: inicio da regeneragdo de plantas aos 60 dias em meio MRP; B:
renegeracdo das plantas a 90 dias em meio MRP; C: regeneragéo de plantas aos 120 dias em meio MRP. D: atual
fase de regeneracéo das plantas.

A regeneracéo de plantas transformadas com A. tumefaciens mostrou-se mais eficiente
do que a regeneracdo de plantas transformadas por biolistica (Figura 29B, C e D). As plantas
apresentam-se mais saudaveis, com bom desenvolvimento, e ndo ha plantas com fenétipo
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alterado, como, por exemplo, as plantas albinas que observamos nos experimentos de
transformacdo via biolistica. Na data de 10/03/2018, temos no total 92 plantas em
desenvolvimento.

Wei et al., 2003 relataram que o método de introducdo de transgenes em plantas,
Agrobacterium tumefaciens ou biolistica pode influenciar a frequéncia de silenciamento e que
plantas de cana-de-acUcar transformadas por biolistica ttém uma maior tendéncia a reducéo de
expressao do transgene apds a regeneracdo. Melotto-Passarin, 2009 relatou que obteve uma
eficiéncia maior na transformacédo de cana-de-acucar via Agrobacterium tumefaciens do que
via biolistica.

Dessa forma, a eficiéncia na regeneracdo das plantas transformadas por
Agrobacterium tumefaciens e o bom desenvolvimento das plantas indicam uma maior

probabilidade de que as plantas possuem o transgene inserido ao genoma.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar a avaliacdo da integracdo da CaneCPI-4 ao genoma das plantas de cana-de-
acucar regeneradas a partir da transformacdo via Agrobacterium tumefaciens com a
construcdo pANIC6B_CaneCPI-4 por PCR e avaliacdo da expressdo génica por RT-qgPCR e
expressao proteica por Western blot. As plantas transgénicas com resultado positivo de
integracdo do transgene serdo multiplicadas e utilizadas em ensaio biol6gico onde larvas de
Migdolus fryanus se alimentardo do rizoma de plantas transgénicas transformadas com a
construcdo pANIC6BCaneCPI-4 e selvagem. Ap0s, serd realizada a extracdo de RNA do
intestino de larvas e dos tecidos de cana-de-acUcar atacados, para avaliar o efeito do ataque
das larvas na expressdo génica da CaneCPI-4 e a influéncia da superexpressdo da cistatina

frente as catepsinas digestivas do inseto utilizando RT-gPCR.
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CAPITULO 2

Caracterizacgéo de cistatinas de Citrus e estudos de

inibicdo com diferentes cisteino-peptidases
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptidases

As peptidases (EC 3.4) sdo enzimas que promovem a hidrolise de ligac6es peptidicas.
O banco de dados MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/) é fonte de informacdes sobre
peptidases e seus inibidores, classificando-os em familias e clds (Rawlings et al., 2016). Estas
enzimas estao presentes em plantas, animais, bactérias e fungos (Bugg, 2012).

De acordo com a reacdo catalisada, as peptidases podem ser classificadas em
exopeptidases, endopeptidases ou 6mega-peptidases. As exopeptidases hidrolisam as cadeias
peptidicas tanto na extremidade N-terminal como C-terminal. As enzimas que atuam no N-
terminal podem liberar um aminodcido, um dipeptideo ou um tripeptideo e sdo chamadas de
aminopeptidases, dipeptidil-aminopeptidases e tripeptidil-aninopeptidases, respectivamente.
As carboxipeptidases atuam na extremidade C-terminal liberando um ou dois residuos de
aminoacidos e sdo chamadas de carboxipeptidases ou carboxidipeptidases, respectivamente.
As endopeptidases clivam as regifes internas da cadeia peptidica, distante das extremidades
terminais da proteina. Ja as Omega-peptidases atuam frequentemente proximo das
extremidades, entretanto ndo necessitam de um grupamento N- ou C-terminal livre no
substrato (Rawlings et al., 2016).

As peptidases podem tambeém ser divididas em oito grupos tendo como base a
natureza quimica do residuo de aminoacido presente no sitio ativo podendo ser metalo-
peptidases, serino-peptidases, cisteino-peptidases, aspartil-peptidases, treonino-peptidases,
glutamil-peptidase, asparagil-peptidase e peptidases com mecanismo desconhecido. E ainda
de acordo com sua estrutuda molecular e homologia, onde o mecanismo de clivagem depende
da sequéncia de aminoacidos e da estrutura tridimensional, sdo classificadas em familias e
clas (Rawlings et al., 2012).

As peptidases apresentam especificidade singular aos substratos, determinada pela
capacidade de ligacdo dos aminoacidos do substrato aos subsitios do sitio catalitico da
enzima. Dessa forma, (Schechter e Berger, 1967), propuseram um modelo de interacdo da
papaina com o substrato, onde cada subsitio (designado pela letra S) do sitio ativo da enzima
acomoda determinados residuos de aminoacidos do substrato (designados pela letra P) e cada
subsitio acomoda um Unico residuo de aminoacido. A partir do ponto de clivagem do

substrato, os residuos de aminoacidos do substrato na dire¢do N-terminal sdo denominados
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P1, P2, P3, Pn e na direcdo C-terminal P1°, P2’, P3’, Pn’ e a partir do sitio ativo da enzima, os
subsitios na direcdo N-terminal sdo denominados S1, S2, S3, Sn e na dire¢do C-terminal, S1°,
S2°, S3’, Sn’ (Figura 30). Este modelo foi posteriormente extendido para as demais

peptidases.

Substrato

Ponto de clivagem
. )
N-terminal = L

S 54 83 SZ Sl S1° 'S2 155 S4

C terminal

Peptidase

Figura 30: Esquema do modelo de interacdo peptidase-substrato de Schechter e Berger, 1967. Modificado
de (Turk, 2006).

1.2. Cisteino-peptidases

As cisteino-peptidases sdo agrupadas em 118 familias e 11 clds. Cada familia possui
semelhanca significativa na sequéncia de aminoacidos. Os cl&s sdo divididos de acordo com a
origem evolutiva, apresentando estruturas terciarias semelhantes, semelhanca na ordem de
residuos do sitio catalitico ou motivos conservados em torno do sitio catalitico. Os clds CA e
CD possuem o maior nimero de cisteino-peptidases. O cla CA é o maior e mais estudado das
cisteino-peptidases e inclui as catepsinas e papaina (Familia C1: papaina-like) e o cld CD
inclui legumainas (Familia C13: legumaina-like) (Rawlings et al., 2016).

A papaina é uma cisteino-peptidase amplamente estudada e considerada modelo nos
estudos de inibicdo de cisteino-peptidases. A familia C1 inclui membros com propriedades
semelhantes a papaina. As enzimas desta familia possuem trés regides distintas: peptideo
sinal, pro-regido e enzima madura A estrutura destas proteinas compreende dois dominios, L
(left) e R (right), de tamanho comparéavel, e o sitio ativo esta localizado entre os dominios
(Wiederanders, 2003) (Figura 31). A familia C1 apresenta duas subfamilias C1A — subfamilia
da papaina e C1B- subfamilia da bleomicina hidrolase. A subfamilia C1A ainda € subdividida
em catepsinas B-like e catepsinas L-like. O grupo das catepsinas L-like inclui as catepsinas O,

H, L, KeS. As catepsinas H, L, K e S sdo estreitamente relacionadas (Rawlings et al., 2016).
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Os residuos do sitio ativo das enzimas da familia C1 foram identificados como cisteina
e histidina, formando uma diade catalitica. Uma glicina auxilia na formacdo da fenda de
oxianion e a asparagina orienta o anel imidazolico da histidina do sitio catalitico (Rawlings et
al., 2016). O mecanismo catalitico das cisteino-peptidases da familia C1 envolve a associacdo
da enzima com o substrato, seguido pelo ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina do sitio
ativo ao carbono carbonilico formando um intermediario tetraédrico. Em seguida, a histidina
protonada do sitio ativo doa um proton ao nitrogénio da amida, ocorrendo a acilagdo da
enzima, com a formacéo e liberagdo do primeiro produto da reagdo, o grupo amina R’NHa.
No passo seguinte, a acil-enzima interage com uma molécula de agua, levando a formacéao do
segundo subproduto (RCOOH) e a deacilacdo e liberagcdo da enzima livre (Storer e Ménard,
1994).

Sitio Ativo

Dominio L ‘ . Y Dominio R

Figura 31: Estrutura tridimensional da papaina. Adaptado de (Fujishima et al., 1997).

A familia C13 apresenta os mesmos residuos cataliticos da familia C1, histidina
seguida por uma cisteina. O mecanismo catalitico da legumaina humana envolve a ligacdo do
oxigénio do grupo carbonila do residuo P1 a fenda de oxianion trivalente formada pelos
residuos cisteina e histidina, e auxilio de uma glicina (Dall e Brandstetter, 2013). As enzimas

desta classe possuem 4 regides distintas: peptideo sinal, dois pré-peptideos (N-terminal e C-
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terminal) e enzima madura (Mlntz e Shutov, 2002). A estrutura das enzimas desta familia
assemelha-se a estrutura das enzimas da familia das caspases (Dall e Brandstetter, 2016).

1.3. Catepsinas

O termo catepsina inclui as serino-, cisteino- e aspartil-peptidases. Todas as cisteino-
peptidases lisossomais sdo conhecidas como catepsinas, embora o0 contrario ndo seja
verdadeiro. As catepsinas da familia das cisteino-peptidases compreendem 11 enzimas
(catepsinas B, C, H, F, K, L, O, S, V, W e Z) que sdo cruciais no processo de degradacéo
protéica no ambiente acido dos lisossomos. No entanto, algumas destas enzimas ndo séo
estritamente encontradas no lisossomo, podendo muitas delas acumular-se em diferentes
organelas, frequentemente resultando em condi¢cfes patoldgicas. Diante da importancia do
tema diversas revisdes foram publicadas descrevendo a participacdo das catepsinas em
diferentes processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos (Turk et al., 2000; Lecaille et al., 2002;
Turk e Guncar, 2003; Vasiljeva et al., 2007; Turk et al., 2008).

Ha relatos de que a superexpressdo de catepsinas humanas estd relacionada a
processos patolégicos como a progressao de tumores malignos, distrofia muscular, doenca de
Alzheimer, artrite reumatoide e osteoporose (Kramer et al., 2017). Dessa forma, a utilizacdo
de cistatinas em ensaios de inibigdo in vitro e ensaios funcionais in vivo com catepsinas

humanas gera informacdes que podem ser aplicadas na regressao de doencas.

1.3.1. Catepsina B humana

A catepsina B humana ¢é sintetizada com peptideo sinal, pro-regido, enzima madura e
uma extensdo C-terminal de 6 residuos, totalizando de 339 residuos de aminoacidos. A
enzima madura possui delecdo do peptideo sinal, pro-regido e extensdao C-terminal. A
ativacdo da catepsina B ocorre nos lisossomos (Chan et al., 1986). A catepsina B apresenta
similaridade com a cisteino-peptidase do tipo papaina e demais enzimas da familia C1, porém
apresenta caracteristicas estruturais que a diferenciam: presenca de um loop de ocluséo de
aproximadamente 20 aminoacidos que bloqueia a fenda do sitio ativo, ocupando os subsitios
S1’ e S2° da enzima (Musil et al., 1991), atividade de endopeptidase e exopeptidase

(Rawlings e Salvesen, 2013), além de ser a unica enzima da familia que aceita o residuo de
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arginina na posicdo P2 do substrato, devido a presenca de uma glutamina no subsitio S2,
tendo preferéncia por grandes residuos hidrofébicos na posi¢do P2 do substrato (Hasnain et
al., 1993; Rawlings e Salvesen, 2013).

O loop de oclusdo estd relacionado a atividade de exopeptidase da catepsina B e
estudos relatam que a auséncia desta estrutura reduz a atividade de exopeptidase e aumenta a
atividade de endopetidase, respectivamente, (llly et al., 1997; Ndgler et al., 1997; Portaro et
al., 2000).

A catepsina B é geralmente encontrada nos lisossomos, relacionada ao turnover
proteico e metabolismo da célula. Esta peptidase também esta relacionada a artrite reumatoide
progressdo tumoral (Yan e Sloane, 2003) e altos niveis de catepsina B foram encontrados em

varios tipos de cancer (Aggarwal e Sloane, 2014).

1.3.2. Catepsina K humana

A catepsina K atua exclusivamente como endopeptidase, com preferéncia de residuos
hidrofébicos ndo aromaticos como leucina, isoleucina, metionina e valina na posi¢do P2 do
substrato. A principal caracteristica que a diferencia das demais catepsinas é a preferéncia
pelo residuo de prolina na posicéo P2. A catepsina K € sintetizada contendo peptideo sinal (15
aa), proregido (99 aa) e enzima madura (215 aa). Apresenta 59,5% de identidade com a
catepsina L humana, 57,7% com a catepsina S e somente 26,5% com a catepsina B humana
(Rawlings e Salvesen, 2013).

A catepsina K humana é uma cisteino-peptidase lisossomal do tipo papaina-like
expressa em altos niveis em osteoclastos (Bromme et al., 1996). A expressdo da Catepsina K
é observada, aléem dos osteoclastos, em diversos outros tipos celulares tais como epitélio
pulmonar embrionario, fibroblastos da pele, macréfagos e adipdcitos brancos (Duong, 2012).

A catepsina K é uma das principais enzimas de degradacdo da matriz 6ssea (Duong,
2012). Esse processo de degradacdo exacerbado, gersdo pela desregulacdo da expressdo da
catepsina K leva a uma osteopatia denominada osteoporose. A principal caracteristica da
osteoporose é a perda 6ssea mediada pelos osteoclastos e a insuficiente reconstrugdo da matriz
0ssea pelos osteoblastos, gerando ossos frageis (Bromme e Lecaille, 2009). Além disso, ha
relatos do envolvimento da catepsina K em processos de desenvolvimento de tumores,
apresentando superexpressao em tumores 6sseos, sarcomas, carcinoma, glioma, melanoma

entre outros (Verbovsek et al., 2015).
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O uso de inibidores cisteino-peptidases é avaliado como um novo tratamento para
osteopatias, incluindo a osteoporose (Duong, 2012); (Mukherjee e Chattopadhyay, 2016);
(Ohmae et al., 2017).

1.3.3. Catepsina L humana

A catepsina L possui majoritariamente atividade de endopeptidase, com preferéncia de
aminoacidos aromaticos na posicdo P2 do substrato. A catepsina L é sintetizada como
preproenzima de 333 aminoécidos (Rawlings e Salvesen, 2013).

A superexpressdo da catepsina L esta relacionada a patogénese da aterosclerose e
também a aneurisma da aorta abdominal (Liu et al., 2006). Além disso, a catepsina L esta
relacionada a angiogénese tumoral do cancer de mama, e a inibicdo da atividade enzimatica
pelo inibidor KGP94 demonstrou uma significativa reducdo das propriedades angiogénicas
(Sudhan et al., 2016).

1.3.4. Catepsina S humana

A catepsina S € uma endopeptidase que ndo apresenta atividade de exopeptidase
detectada. Possui preferéncia por aminoacidos ramificados na posigdo P2 ¢ P1’ do substrato,
de forma similar a catepsina K e L e é sintetizada como uma preproenzima de 331
aminoéacidos (Rawlings e Salvesen, 2013).

A catepsina S apresenta atividade colagenolitica e elastinolitica (Xin et al., 1992).
Além disso, est4 envolvida em diversas doengas degenerativas como o Alzheimer (Munger et
al., 1995). Estudos realizados por (Taleb et al., 2006) mostraram que a catepsina S degrada
varios componentes da matriz extracelular, é produzida em células adiposas humanas e esta
associada a obesidade. (Sevenich et al., 2014) reportaram que a expressdo da catepsina S esta
relacionada ao aumento da metastase de cancer de mama para cancer no cerebro e que a
inibicdo desta catepsina ao longo da doenca pode evitar a metastase. Além disso, a atividade
da catepsina S aumenta com a progressdo da doenca renal crénica, de forma que pode ser alvo
terapéutico para prevenir complicagdes cardiovasculares decorrentes da doenca (Steubl et al.,
2017).
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1.4. Legumainas de plantas

Legumainas sdo também chamadas de enzimas de processamento vacuolar (Hara-
Nishimura et al., 1991). Sdo sintetizadas no reticuo endoplasmatico, como precursor inativo, e
transportadas até os vaclolos onde ocorre a ativacdo pela clivagem dos pré-peptideos
(Hiraiwa et al., 1999); (Kuroyanagi et al., 2002). Legumainas estdo relacionadas com a
mobilizacdo de proteinas de reserva durante a germinagdo de sementes, senescéncia,
condicdes de estresse e morte celular programada em resposta ao ataque de patdgenos
(Mintz e Shutov, 2002); (Zakharov et al., 2004). Alem disso, as legumainas também atuam
na ativacdo de proenzimas da familia das papainas (Okamoto e Minamikawa, 1999); Miintz e
Shutov, 2002). A Caneleg, legumaina de cana-de-agUcar, possui 488 aa, contendo peptideo
sinal e propeptideos C-terminal e N-terminal e esta relacionada a resposta da cana-de-agucar

ao estresse mediado por ABA (acido abcisico) (Santos-Silva et al., 2012).

1.5. Cistatinas

As cistatinas sdo inibidores tight-binding e competitivos da atividade de cisteino-
peptidases, principalmente da familia da papaina (Barrett et al., 1986; Barrett, 1987). O nome
cistatina foi dado originalmente por Barret (1981) a um inibidor de cisteino-peptidase isolado
da clara do ovo de galinha.

As cistatinas atuam como pseudosubstratos, bloqueando o acesso do substrato ao sitio
ativo de cisteino-peptidases (Turk e Bode, 1991). A superfamilia de cistatinas compartilnam
trés dominios conservados: presenca de uma glicina conservada na regido N-terminal, QxVxG
no loop central e prolina-triptofano (PW) ou leucina-triptofano (LW). Os dois ultimos se
localizam no primeiro e segundo loop entre as folhas B da estrutura terciaria (Bode et al.,
1988) (Turk e Bode, 1991) (Figura 32). Os dominios C-terminal e central interagem com o
sitio ativo e N-terminal ndo interage, porém contribui para a ligacdo da cistatina a peptidase
(Turk et al., 1997).

A estrutura das cistatinas & composta principalmente por cinco folhas 3 antiparalelas
organizadas ao redor uma o-hélice central de cinco voltas e da a-hélice e um segmento de

geometria o-helicoidal parcial (Turk e Bode, 1991 Benchabane et al., 2010) (Figura 32).
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Figura 32: Modelo estrutural da orizacistatina. Adaptado de Benchabane et al., 2010.

Os dominios e estrutura conservados entre cistatinas de animais e plantas sugere um
mecanismo de inibicdo conservado de cistatinas de plantas e animais (Benchabane et al.,
2010). A inibicdo se da pela interagdo entre as trés regides conservadas das cistatinas e a
cisteino-peptidase. A glicina da regido N-terminal interage com o subsitio S2 em uma
conformagdo que ndo permite a clivagem e os dominios QxVxG e W interagem com 0sS
subsitios S1” ¢ S2” da enzima (Turk e Bode, 1991; Benchabane et al., 2010).

As cistatinas sdo agrupadas em trés familias de origem animal e uma de origem
vegetal, que foi descrita, posteriormente as demais, por (Margis et al., 1998). A primeira é a
das estefinas, contendo proteinas de aproximadamente 11 kDa e que se distinguem das demais
pela auséncia de ligacOGes dissulfeto. As proteinas da familia das cistatinas possuem
aproximadamente 13 kDa e apresentam duas pontes dissulfeto na regido C-terminal. A
terceira € a dos cininogénios, cujas proteinas exibem cadeia simples, com nove ligacGes
dissulfeto e elevada massa molecular (60 a 120 kDa) (Turk e Bode, 1991; Benchabane et al.,
2010). A familia das fitocistatinas (cistatinas de plantas) possui proteinas que podem

apresentar massa molecular de até 87 kDa (Siqueira-Junior et al., 2002).

1.6. Fitocistatinas
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Fitocistatinas estdo relacionadas com a regulacdo de peptidases tanto enddgenas,
participando de processos relacionados a morte celular programada, senescéncia, crescimento
e desenvolvimento da planta, maturacdo de sementes, tolerancia a estresse biodtico e abidtico
(Benchabane et al., 2010) (Kunert et al., 2015) quanto exdgenas, por meio da inibicdo de
cisteino-peptidases de insetos, nematoides e outros patdgenos (Benchabane et al., 2010)
(Martinez et al., 2016).

As fitocistatinas geralmente apresentam a sequéncia ([LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-
[VI]-X-[EDQV]-[HYFQ]-N que as diferencia dos outros grupos de cistatinas (Margis et al.,
1998). Estdo divididas em trés grupos, de acordo com a massa molecular e relagdo evolutiva.
O grupo | apresenta cistatinas de baixa massa molecular — 12-16 kDa, com apenas um
dominio inibitério do tipo cistatina, que inibem a atividade de cisteino-peptidases da familia
C1A. O grupo Il apresenta proteinas de aproximadamente 23 kDa, que possuem uma extensao
da regido carboxi-terminal e sdo capazes de inibir peptidases da familia das legumainas (C13).
O grupo Il compreende proteinas de aproximadamente 80 kDa, denominadas multicistatinas,
caracterizadas por dominios inibitérios do tipo cistatina repetidos (Margis et al., 1998;
Margis-Pinheiro et al., 2008).

As cistatinas de plantas sdo a segunda classe de inibidores naturais de peptidases mais
estudadas e tém sido caracterizadas a partir de vérias espécies de plantas, incluindo arroz -
Oryza sativa L. jap6nica (Abe et al., 1987), soja - Glycine max (Misaka et al., 1996), batata -
Solanum tuberosum (Waldron et al., 1993), milho — Zea mays (Abe et al., 1995), abacate -
Persea americana Mill (Kimura et al., 1995), girassol - Helianthus annus (Kouzuma et al.,
1996), cenoura - Daucus carota L. (Ojima et al., 1997), trigo - Triticum aestivum (Kuroda et
al., 2001), castanha - Castanea dentata (Connors et al., 2002), maca - Malus domestica/var.
Royal Gala (Ryan et al., 2003), morango — Fragaria xananassa cv. Elsanta (Martinez et al.,
2005), arabidopsis - Arabidopsis thaliana (Hwang et al., 2009), abacaxi - Ananas comosus
(Irene et al., 2012), cevada (Martinez et al., 2009), cana-de-acUcar (Soares-Costa et al., 2002);
(Gianotti et al., 2006); (Gianotti et al., 2008); (Santiago et al., 2017), dentre outras.

1.6. Citrus
O género Citrus pertence a familia Rutaceae, ordem Sapindales, é nativo do sudeste da
Asia. No Brasil, as espécies citricas foram trazidas pelos portugueses, provavelmente a partir

de 1530 (Donadio et al., 2005).
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A citricultura brasileira € uma das mais importantes atividades agricolas para a
economia nacional. O Brasil é hoje o maior produtor de laranja do mundo e o maior
exportador de suco de laranja (USDA, 2018). A éarea de cultivo de laranja estimada da safra
2017/2018 é de 415 232 ha e producdo de aproximadamente 385,2 milhdes de caixas, de 40,8
kg cada (Fundecitrus, 2017). No Brasil, o estado de S&o Paulo e nos EUA, o estado da
Florida, compreendem as regides de destaque mundial na producdo de laranja (Neves et al.,
2010).

As frutas citricas tém um papel de destaque na agricultura mundial, tendo o maior
volume de producédo entre as frutas cultivadas. Mas apesar de o Brasil liderar a producéo de
Citrus no mercado mundial, os pomares de Citrus sdo constantemente atacados por diversas
pragas e patdgenos, que causam sérios danos as plantas e, conseqlientemente, uma queda na
produtividade vem ocorrendo nos ultimos anos em funcdo destes. Pode-se citar a Gomose,
causada pelo fungo Phytophthora spp (Graham et al., 1998), tristeza dos Citrus causada pelo
virus CTV (Bar-Joseph et al., 1989), Cancro Citrico, causado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. Citri (Graham et al., 2004), Clorose Variegada dos Citrus (CVC), causada
pela bactéria Xylella fastidiosa, disseminada pelas cigarras da familia Cicadellidae (Lee et al.,
1993) e o Huanglongbing (HLB) ou Greening, que é uma doenga bacteriana recente no
continente americano (Bové, 2006), porém tornou-se a mais preocupante, devido a velocidade
de disseminac&o e auséncia de medidas eficientes de controle (Bové, 2006).

No ambito cientifico, as pesquisas tém se voltado cada vez mais para 0
sequenciamento do genoma de espécies de Citrus (Xu et al., 2013; Jiao et al., 2013; Wang et
al., 2014; Wu et al., 2014) a fim de gerar dados que possam ser utilizados para o controle de
doencas, melhoramento de caracteristicas de interesse para o setor comercial e pesquisa
basica. Estes dados estdo incluidos na plataforma Phytozome 12 e na plataforma Citrus
sinensis Annotation Project. A plataforma Phytozome, por exemplo, possui mais de 300
sequéncias de cistatinas de plantas e 706 sequéncias de cisteino-peptidases da familia C1 (Van
Wyk et al., 2016).

2. OBJETIVOS

Caracterizacdo de cistatinas de Citrus por meio da expresséo, purificacdo e estudos de
inibicdo in vitro de cisteino-peptidases, com os seguintes objetivos especificos:

= Identificacdo de sequéncias que codificam cistatinas de Citrus;

= Amplificacdo das ORFs das cistatinas;
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= Clonagem no vetor de expressao pET28a;
= Expressdo das proteinas em células de Escherichia coli;
= Purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade;

= Ensaios de inibicdo de cisteino-peptidases por cistatinas de Citrus.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Analises in silico das sequéncias das cistatinas de Citrus

A partir dos dados de seqlienciamento do genoma depositados em bancos de dados da
plataforma Citrus sinensis Annotation Project (http://Citrus.hzau.edu.cn/orange/index.php),
College of Horticulture and Forestry Science & Center for Bioinformatics, Huazhong
Agricultural University e também dados depositados na plataforma Phytozome 12
(http://www.phytozome.net/), Departament of Energy's Joint Genome Institute and the Center
for Integrative Genomics foram realizadas buscas para a identificacdo de cistatinas de Citrus.
As buscas foram realizadas utilizando a palavra-chave cystatin, selecionando-se as espécies
Citrus clementina e Citrus sinensis. Os critérios utilizados para a selecdo das sequéncias
foram: presenca de codon de iniciacdo e codon de terminacdo e a presenca de trés regies
caracteristicas das cistatinas: glicina-glicina conservados na regido N-terminal, QxVXG no
loop central e prolina- triptofano conservado na regido C-terminal (Bode et al., 1988); (Turk e
Bode, 1991). Foram escolhidas cinco cistatinas para caracterizacdo, que correspondem as
sequéncias de aminoacidos que apresentam menor identidade comparando-se as cistatinas
indentificadas. Além disso, foram realizadas anélises de peptideo sinal utilizando o programa
SignalP 4.1 (Nielsen, 2017) e a predicdo de massa molecular foi realizada utilizando o
programa ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). O alinhamento entre as sequéncias
das cistatinas foi realizado utilizando o programa Multalin, com os parametros de valor
méaximo de consenso de 90% e valor minimo de consenso de 50% (Corpet, 1988). O indice de
identidade entre aminoacidos das sequéncias das cistatinas caracterizadas e sequéncias de
cistatinas de outras plantas foi avaliado utilizando a ferramenta BLASTP (Altschul et al.,
1997).

3.2. Extracéo de RNA de folhas de Citrus e sintese de cDNA
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O RNA total foi extraido de folhas de Citrus clementina utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante, por uma etapa adicional de lavagem
do RNA com etanol 70%. A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio a partir do padrdo do RNA ribossomal, ou seja, a presenca das
bandas 28S e 18S e auséncia de rastros de degradagéo. A pureza foi verificada pela leitura em
especrofotobmetro Nanodrop — 1000 (Thermo Fisher Scientific) considerando as razdes
260/280 e 260/230 A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e 100 pmol de oligodT20V de acordo com

as instrucdes do fabricante.

3.3. Amplificacdo das ORFS que codificam cistatinas de Citrus e clonagem em vetor de
propagacao

Os fragmentos de cDNA que codificam as cistatinas de Citrus clementina CclemCPI-
1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 sem a presenca da regido codante do peptideo sinal foram
amplificadas por PCR. Sitios de restricdo paras as enzimas Nde | e EcoRI ou Nde I e Not |
foram inseridos nos primers (Tabela 4). A PCR foi realizada em volume final de 50 pl
utilizando 5 pL de cDNA, 200 uM de dNTPs (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, tampéo de
reacdo 1x, 10 pmol de cada primer e 1,25 U de Tag DNA Polimerase (Thermo Fisher
Scientific). A ciclagem utilizada foi de [1x] 94 °C por 3 min, [35x] 1 min a 94 °C, 1 min a 48-
50°C, 1 mina 72°C e [1x] 10 mina 72 °C.

Tabela 4: Sequéncias dos primers utilizados para amplificar a regido génica das ORFs de CclemCPI-1,
CclemCPI-2 e ClemCPI-3.

CclemCPI-1 Forward 5 CATATGTATGATCGTTTAGTGGGAGGG 3'
CclemCPI-1 Reverse 5'GCGGCCGCTCACTCGGAAGGGGCAAA 3
CclemCPI-2 Forward 5' CATATGGGCGACCGTAAAGGAACG 3
CclemCPI-2 Reverse 5'GAATTCCTATTTAACAAAAGGCTTAAACG 3'
CclemCPI-3 Forward 5'CATATGGCCCGTACAGACGCCG 3
CclemCPI-3 Reverse 5 GAATTCTCACTCTTGATCTTGTTGCA 3'

Os produtos de amplificagéo correspondentes ao tamanho esperado de cada cistatina
foram purificados com o kit Wizard Sv Gel e PCR Clean Up System (Promega) e clonados no
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vetor pGEM-T Easy (Promega). A reagéo de ligagédo (pGEM-T + ORF) contou com 55 ng de
plasmideo pGEM-T, 1U da enzima T4 DNA ligase, tamp&o da enzima 1x, 50 ng de DNA, em
volume final de 10 pl. A reacdo foi mantida durante 16 horas a 4°C. A reacdo de ligacao foi
utilizada para transformar células quimiocompetentes de E. coli DH5-a (Sambrook e Russell,
2001). Os clones bacterianos contendo os plasmideos recombinantes foram selecionados em
placas de Petri contendo meio LB &gar, 100 pg/mL do antibidtico ampicilina, 0,4 mM de
IPTG e 20 mg/mL de X-Gal. A partir dos clones bacterianos recombinantes selecionados

seguiu-se com a purificacdo do DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook e Russell, 2001).

3.3.1- Obtencdo das ORFS das cistatinas de Citrus sinensis CsinCPI-1 e CsinCPI-2
As ORFs codantes para as cistatinas de Citrus sinensis CsinCPI-1 e CsinCPI-2 foram
sintetizadas pela empresa Epoch Life Science e clonadas em vetor pBluescript 11 SK sem a

regido codante para o peptideo sinal.

3.4. Construcao do vetor de expressao

As construgdes pGEM-T_CclemCPI-2, pGEM-T_CclemCPI-3, pBluescriptCsinCPI-1
e pBluescriptCsinCPI-2 foram digeridas com as enzimas de restricdo Nde | e Eco RI (Reacdo:
plasmideo (4 ug); enzima Nde | (10 U); Eco RI (10 U); tampé&o O (1x), em volume final de 50
uL e incubacdo a 37°C por 4 horas e a construcdo pGEM-T_CclemCPI-1 digerida com as
enzimas Not | e Eco Rl (Reacdo: pGEM-T_CclemCPI-1 (4 pg); enzima Not | (10 U); enzima
Eco RI (10 U); tampéo O (1x), em volume final de 50 pL e incubacdo a 37°C por 4 horas para
liberacdo dos fragmentos de interesse correspondentes as cistatinas e posterior clonagem
direcional no vetor de expressdo pET28a, previamente digerido com as mesmas enzimas.

O vetor de expressdo pET28a (Novagen) tém sido utilizado de forma eficiente para a
expressao de cistatinas em celulas de E. coli (Soares-Costa et al., 2002) Gianotti (Gianotti et
al., 2006) (Santiago et al., 2017). Dessa forma, este vetor foi utilizado para subclonar o cDNA
das cistatinas de Citrus em fusdo com uma cauda que codifica para seis residuos de histidina
da porcdo N-terminal, que serd importante para o posterior processo de purificacdo das
cistatinas recombinantes por cromatografia de afinidade em resina contendo niquel.

A reacdo de ligacdo (pET28a + ORF) contou com 70 ng de plasmideo pET28a, 50 ng

de fragmento, 1U de T4 DNA ligase, tampédo da enzima 1x, em volume final de 10 puL e
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incubagdo por 16 h a 4 °C. A reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar células
quimiocompetentes de E. coli DH5-a (Sambrook e Russell, 2001). Os clones bacterianos
contendo os plasmideos recombinantes foram selecionados em placas de Petri contendo meio
LB agar e 25 pg/mL dos antibioticos canamicina e cloranfenicol. Em seguida, o0 DNA
plasmidial foi purificado pelo método de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001).

As construgbes pET28a_ CsinCPI-1, pET28a_ CsinCPI-2, pET28a_ CclemCPI-1,
pET28a_ CclemCPI-2 e pET28a_ CclemCPI-3 foram sequenciadas no MegaBACE 1000 com
o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare). Os plasmideos recombinantes foram
entdo utilizados para transformar células quimiocompetentes de E. coli, linhagem Rosetta
DE3, de acordo com (Sambrook e Russell, 2001). Os clones bacterianos foram selecionados
em placas de Petri contendo meio LB &gar com adicdo de 25 pg/mL dos antibioticos

canamicina e cloranfenicol.

3.5. Expressdo das cistatinas recombinantes em células de E. coli

O sistema de expressao pET é um sistema eficiente para a expressao de proteinas em
E. coli. Os genes de interesse séo clonados sob controle transcricional do promotor do
bacteriéfago T7. A cepa Rosetta DE3 (Novagen) possui em seu genoma o fragmento DE3 que
codifica a RNA polimerase do bacteriéfago T7, e a sua expressao € induzida por IPTG. Dessa
forma, as moléculas de RNA polimerase ligam-se ao promotor T7, ativando a expressdo do
gene de interesse. Além disso, a cepa Rosetta DE3 possui um plasmideo que fornece tRNAS
para os cédons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC e GGA que sdo raramente utilizados em E.
coli aumentando o nivel de expressdo das proteinas de interesse, em especial as proteinas
eucaridticas (Novagen, 2003).

Os clones de E. coli Rosetta DE3 contendo o vetor de expressdo (pET28a + ORF)
foram cultivados em 7,5 mL de meio LB liquido contendo 25ug/mL dos antibidticos
cloranfenicol e canamicina, com incubagdo a 37 °C, 200 rpm, por 16 horas. Apos, foi
realizada uma diluicdo 1:100 em 500 mL de meio LB liquido contendo 25ug/mL dos
antibioticos canamicina e cloranfenicol. A cultura foi incubada sob agitacdo de 200 rpm a
37°C até atingir uma densidade optica (D.O.) de 0,4 - 0,6 em comprimento de onda de 600
nm. Neste momento, foi retirada uma aliquota de 1 mL da cultura, caracterizando a amostra

controle sem induzir. Em seguida, acrescentou-se IPTG (Isopropyl [-D-1-
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thiogalactopyranoside) para uma concentragdo final de 0,4 mM e a cultura foi novamente
incubada a 37°C, 200 rpm. Apos 4 horas de inducdo, uma aliquota de 1 mL foi retirada,
caracterizando a amostra induzida e as células foram coletadas por centrifugacdo a 7800 rpm
por 10 minutos. As amostras correspondentes ao controle sem inducdo e amostra induzida
foram analisadas em SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

3.6. Lise bacteriana e teste de solubilidade

Para a lise do precipitado bacteriano foi ressuspendido em 25 mL de tampé&o de lise
pH 8,0 (NaCl 100mM, NaH2PO. 50 mM e Tris-base 10 mM). A amostra foi submetida a lise
celular por sonicagdo, com seis pulsos com duragdo de 1 minuto e intervalos de pausa de 30
segundos, em amplitude de 20% em sonicador Sonic Dismembrator 500 (Fisher Scientific). A
separacdo da fracdo sollvel (sobrenadante) e insolavel (precipitado) do lisado foi realizada
por centrifugacdo a 7800 rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante (fracdo soluvel) foi
filtrado em membranas com poro de 0,44 um (Millipore). As amostras correspondentes ao

precipitado e sobrenadante foram analisadas em SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

3.7. Purificagéo das cistatinas recombinantes

A purificacdo das proteinas de interesse foi realizada em um (nico passo em
cromatografia de afinidade ao niquel. Na cromatografia de afinidade utiliza-se uma matriz
contendo um ligante metélico que interage especificamente com a proteina de interesse, de
forma que esta se ligue a coluna num primeiro momento, enquanto as demais proteinas sdo
eluidas. Posteriormente, a proteina alvo € eluida da matriz por meio de alteracdo no pH, forga
ibnica, ou pelo uso de um competidor (Porath et al., 1975; Winzerling et al., 1992).

Como ressaltado anteriormente, as proteinas foram expressas em fusdo com a cauda de
histidinas do vetor pET28a, para permitir a imobilizacdo da proteina recombinante em resina
contendo niquel (Ni?*), por meio da alta afinidade da histidina por este ion. Dessa forma, as
proteinas de interesse permaneceram imobilizadas, ligadas aos inos de Ni?* e as demais
proteinas foram eluidas. A eluicdo da proteina de interesse foi realizada pela adi¢do do
competidor imidazol em concentracdes crescentes.

O sobrenadante do lisado celular filtrado foi passado por uma coluna contendo 3 mL
de resina de niquel Ni-NTA (Qiagen) previamente equilibrada com 9 mL de tampéo de lise

pH 8,0 (NaCl 100mM, NaH2PO4 50 mM e Tris-base 10 mM). A resina foi entdo lavada com 9
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mL de tampé&o de lise pH 8,0 e seguiu-se com a elui¢do das proteinas em 3 mL de tampé&o de
lise pH 8,0 contendo concentragdes crescentes de imidazol — 2x: 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75
mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM, 750 mM e 3x: 1 M. As fracdes eluidas foram coletadas e
analisadas por SDS-PAGE 15%, segundo Laemmli,1970.

As fracGes contendo as proteinas recombinantes purificadas foram dialisadas em
membranas SnakeSkin Dialysis Tubing (Thermo Fisher Scientific) de 3500 MWCO em
tampdo PBS pH 7,4 a 4 °C. A concentracdo das proteinas purificadas foi determinada

utilizando o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific).

3.8. Ensaio de inibicdo de atividade de cisteino-peptidases utilizando as cistatinas de
Citrus

Os ensaios de inibicdo de cisteino-peptidases por cistatinas foram realizados no
Laboratdrio de Enzimologia, no Departamento de Biofisica da UNIFESP, em colaboragédo
com a Profa. Dra. Adriana Karaoglanovic Carmona, Prof. Dr. Ivarne Luis dos Santos
Tersariol e da aluna de doutorado Taise Fernanda da Silva Ferrara.

As cistatinas de Citrus recombinantes foram utilizadas em ensaios de inibi¢cdo de
atividade enzimatica de catepsinas humanas in vitro. As enzimas utilizadas no ensaio foram:
catepsina B (EC 3.4.22.1) - R&D Systems, catepsina L (EC 3.4.22.15) - R&D Systems,
catepsina K (EC 3.4.22.38) - Sigma-Aldrich e catepsina S (EC 3.4.22.27) - R&D Systems. As
enzimas descritas estdo relacionadas a diversos processos fisioldégicos e doencas, como
reabsorcao da matriz éssea e remodelacdo dssea, turnover proteico, cancer, artrite reumatoide,
osteoporose, aterosclerose, doencga de Alzheimer, entre outros (Drake et al., 1996); (Schechter
e Ziv, 2011); (Pislar e Kos, 2014); (Kos et al., 2014) (Panwar et al., 2016). Além disso, 0
potencial inibitdério das cistatinas de Citrus foi avaliado também na inibicdo da atividade
enzimatica das enzimas papaina (Sigma-Aldrich) e CanelLeg, uma cisteino-peptidase de cana-
de-acucar (Santos-Silva et al., 2012).

A atividade enzimatica foi determinada pela hidrélise do substrato fluorescentes Z-
Phe-Arg-AMC (Calbiochem) para as catepsinas B, L, S, K e papaina e o substrato Z-Ala-Ala-
Asn-AMC (Calbiochem) para a enzima CaneLeg. O ensaio foi monitorado utilizando
espectrofuorimetro Shimadzu RF-5301pc para medir a emissdo de fluorescéncia apds
hidrélise dos substratos em comprimentos de onda de excitagdo setado em 380 nm e

comprimento de onda de emissdo setado em 460 nm. A concentragdo molar das enzimas
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(catepsinas B, K, L, S e papaina) foi determinada por titulacdo do sitio ativo, utilizando o
inibidor irreversivel E-64 (Barrett et al., 1982). A concentracdo molar da enzima CaneLeg foi
determinada por titulacdo do sitio ativo utilizando o inibidor de cisteino-peptidase de Citrus
CclemCPI-3.

Os ensaios foram realizados em cubetas de quartzo contendo enzima (catepsina B
(318.84 nM), catepsina L (1,69 uM), catepsina K (266,91 nM), catepsina S (0,40 uM),
papaina (51,24 nM), 5 mM de DTT, tampéo acetato de sdédio 100 mM pH 5,5 EDTA 2,5 mM
e NaCl 100 mM em volume final de 1ml. A atividade da cisteino-peptidase CanelLeg foi
ensaiada com 3,57 nM de enzima, 5 mM de DTT, tampao citrato-fosfato pH 6,5 (Na2HPO4
138.5 mM e &cido citrico 61.5 mM), em volume final de 1mL. Foi realizada incubacdo de
enzima, DTT e tampé&o por 5 min a 37°C e, entdo, o substrato adicionado.

Apbs a leitura da velocidade inicial de hidrolise (vo), concentracBes crescentes de
inibidores de cisteino-peptidases foram adicionadas e a atividade na presenca de inibidor (vi)
foi determinada. A construgdo do gréfico vilvo = [I]/Kiapp (regressdo ndo-linear) e (Vo/vi)-1 =
[1)/Kiapp (regressédo linear) utilizando a equagdo de Morrison (Morrison, 1969) no programa
GraFit (Leatherbarrow, 2001) foi realizada para o célculo da constante de inibicdo aparente
(Kiapp). O valor de K; foi entdo obtido a partir da equacdo Ki = Kiapp/1+[So]/Km onde os
seguintes valores de Ky foram utilizados para corrigir o valor de K para competi¢do pelo
substrato: 23 uM catepsina B (Cotrin et al., 2004), 3,525 puM catepsina L (Ren et al., 2012),
17,84 uM catepsina K (Ren et al., 2012), 20,8 uM catepsina S (Bromme et al., 1993), 65 uM
papaina (Zucker et al., 1985) e 11,69 uM CaneLeg (Santos-Silva et al., 2012).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise in silico das sequéncias de cistatinas de Citrus

Foram identificadas 31 sequéncias de provaveis cistatinas entre Citrus clementina e
Citrus sinensis a partir do banco de dados Phytozome e Citrus Hzau. A partir destes dados,
foram selecionadas 5 sequéncias codificando diferentes cistatinas (Tabela 5) para a realizagdo
da expresséo heterologa e ensaios de inibi¢do da atividade de cisteino-peptidases. A tabela 5
mostra 0 numero de acesso de cada proteina, residuos de aminoacidos, massa molecular
estimado pelo programa ProtParam e caracteristicas do peptideo sinal (residuos de

aminoéacidos e regido de clivagem).
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Tabela 5: Caracteristicas das sequéncias de cistainas de Citrus

Massa Molecular

Accession number Nome Peptideo sinal Numero de aa
(kDa)
XM_006475427.2 CsinCPI-1 20 aa (ATG-AR) 94 10,51
orangel.1g034261m ] - 99 11,18

CsinCPI-2
(Phytozome)

XM_006420987.1 CclemCPI-1 23 aa (VNG-YD) 130 12,30
XM_006449814.1 CclemCPI-2 21 aa (LAA-GD) 97 11,07
XM_006432305.1 CclemCPI-3 28 aa (ANS-EF) 207 23,38

A analise realizada utilizando o programa SignalP mostrou a presenca de uma regido

altamente hidrofobica na regido N-terminal caracteristicas de peptideo sinal em todas as

cistatinas, exceto CsinCPI-2 (Figura 33). Dessa forma a regido codante do peptideo sinal foi

excluida no momento da amplificacdo das ORFs.
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SignalP-4.1 prediction {euk networks): Sequence
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Figura 33: Peptideos sinais identificados nas sequéncias das cistatinas CsinCPI-1, CclemCPI-1,
CclemCPI-2 e CclemCPI-3. Os gréficos gerados com o programa SignalP mostram a presenca de sequéncias
com caracteristicas de peptideos sinais. O provavel sitio de clivagem do peptideo sinal ¢ mostrado no pico
vermelho. A regido do peptideo sinal, altamente hidrofobica é mostrada em verde no gréfico.

A figura 34 mostra o alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das cistatinas de
Citrus deste estudo, com auséncia da regido correspondente ao peptideo sinal, destacando as

regides inibitdrias das cistatinas e a regido caracteristica de fitocistatinas.
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Figura 34: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das cistatinas CsinCPI-1, CsinCPI-2, CclemCPI-1,
CclemCPI-2 e CclemCPI_3. As regides destacadas pelas caixas pontilhadas e as setas indicam os dominios
inibitdrios G, W e QVVXG das cistatinas e também o dominio SNSL de inibi¢do de legumainas que algumas
cistatinas com extensdo da regido C-terminal possuem. A regido sublinhada indica 0 motivo caracteristico de
fitocistatinas [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-[VI]-x-[EDQV]-[HYFQ]-N.
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A anédlise da identidade de sequéncias de aminoacidos entre cistatinas CsinCPI-1,
CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 no programa BLASTP mostrou que as

proteinas apresentam identidade maxima de 68% (Tabela 6)

Tabela 6: Analise de identidade entre as sequéncias de aminoacidos das cistatinas de Citrus.

Identidade CsinCPI-1 CsinCPI-2  CclemCPI-1  CclemCPI-2  CclemCPI-3

CsinCPI-1 100% 36% 32% 68% 37%
CsinCPI-2 36% 100% 37% 41% 56%
CclemCPI-1 32% 37% 100% 34% 32%
CclemCPI-2 68% 41% 34% 100% 38%
CclemCPI-3 37% 56% 32% 38% 100%

A analise da identidade de sequéncias de aminoacidos das cistatinas CsinCPI-1,
CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 no programa BLASTP mostrou que as
proteinas apresentam identidade de 59% a 77% com sequéncias de aminoacidos de cistatinas
de outras plantas disponiveis no banco de dados do NCBI e as sequéncias de maior identidade

estdo listadas nas tabelas 7, 8,9, 10 e 11.

Tabela 7: Identidade entre a sequéncia de aminoacidos de CsinCPI-1 e cistatinas de outras plantas

Organismo Identidade Genbank accession number
Manihot esculenta 62% XP_021622544.1
Juglans regia 65% XP_018838679.1
Durio zibethinus 66% XP_022721053.1
Aquilegia coerulea 60% P1A38365.1

Tabela 8: Identidade entre a sequéncia de aminoacidos de CsinCPI-2 e cistatinas de outras plantas

Organismo Identidade Genbank accession number
Trema orientalis 65% PO001509.1
Boehmeria nivea 67% ALG38347.1
Manihot esculenta 62% XP_021604509.1
Parasponia andersonii 64% PON74094.1
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Tabela 9: Identidade entre a sequéncia de aminoacidos de CclemCPI-1 e cistatinas de outras plantas

Organismo Identidade Genbank accession number
Trema orientalis 69% PON95535.1
Parasponia andersonii 68% PON33441.1
Cephalotus follicularis 65% GAV64583.1
Morus notabilis 59% XP_010101112.1

Tabela 10: Identidade entre a sequéncia de aminoacidos de CclemCPI-2 e cistatinas de outras plantas

Organismo Identidade Genbank accession number
Morus alba 65% AJD79055.1
Momordica charantia 70% XP_022142402.1
Morus notabilis 63% XP_010094696.1
Juglans regia 63% XP_018838679.1

Tabela 11: Identidade entre a sequéncia de aminoacidos de CclemCPI-3 e cistatinas de outras plantas

Organismo Identidade Genbank accession number
Quercus suber 7% POE70821.1
Tarenaya hassleriana T7% XP_010520100.1
Corchorus olitorius T1% OMO086051.1

Cicer arietinum 76% XP_004511090.1

Para uma melhor anéalise das caracteristicas da sequéncia de aminoacidos das cistatinas

de Citrus foi realizado um alinhamento dessas proteinas com outras cistatinas de plantas.

Verificou-se uma alta similaridade entre os dominios conservados de cistatinas e o motivo
caracteristico das fitocistatinas - [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-[VI]-X-[EDQV]-[HYFQ]-N

(Figura 35).
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Figura 35: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das cistatinas CsinCPI-1, CsinCPI-2, CclemCPI-
CclemCPI-2 e CclemCPI_3 com sequéncias de aminoacidos de cistatinas de outras plantas. As regides
destacadas pelas caixas pontilhadas e as setas indicam o dominio inibitério G, W e QVVXG das cistatinas e
também o dominio SNSL de inibicdo de legumainas que algumas cistatinas com extenséo da regido C-terminal
possuem. A regido sublinhada indica o motivo caracteristico de fitocistatinas [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-
[VI]-x-[EDQV]-[HYFQ]-N.
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4.2. Andlise de pureza e integridade do RNA extraido de folhas de Citrus clementina

O RNA total isolado a partir de folhas de Citrus clementina mostrou-se integro, como
pode-se observar na figura, com a presenca de bandas de RNA ribossomal 28S e 18S bem
definidas e auséncia de rastros de degradacao (Figura 36) e puro, com razdes 260/280 = 2,00 e
260/230 = 1,86.

-28S
-18S

- 35S

Figura 36: Analise de integridade do RNA total isolado de folhas de Citrus clementina por
eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio.

4.3. Amplificacéo das ORFs que codificam as cistatinas de Citrus clementina

As ORFs correspondentes as cistatinas de Citrus clementina foram obtidas por PCR e
a andlise dos produtos de amplificacdo mostrou a presenca de bandas de tamanho esperado de
324, 294 e 624 pb, correspondentes a CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 (Figura 37).

4.4. Ensaios de expressao heterdloga e purificacédo das cistatinas recombinantes
As cistatinas de Citrus foram expressas de forma recombinante em células de E. coli
linhagem Rosetta (DE3) e purificadas por cromatografia de afinidade. As analises de

expressao e purificagdo foram realizadas em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) (Figura 38).
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500 pb -
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Figura 37: Amplificacdo das ORFs das cistatinas de Citrus. M: marcador de peso molecular 1 Kb
(Invitrogen) 1: amplificacdo do fragmento de 324 pb correspondente a ORF CclemCPI-1, 2: Controle de
amplificagdo negativo, 3: amplificacdo do fragmento de 294 pb correspondente a ORF CclemCPI-2, 4:
Controle de amplificacdo negativo, 5: amplificacdo do fragmento de 624 pb correspondente a ORF
CclemCPI-3, 6: Controle de amplificacéo negativo.

Na figura 38 é possivel visualizar a presenca de bandas de tamanho esperado
correspondentes as cistatinas de Citrus. Em 38A a banda de 12.54 kDa correspondente a
proteina CsinCPI-1, 38B a banda de 13.34 kDa correspondente a proteina CsinCPI-2, 38C a
banda de 14.33 kDa correspondente a proteina CclemCPI-1, 38D a banda de 13.09 kDa
correspondente a proteina CclemCPI-2, 38E a banda de 25.41 kDa correspondente a proteina
CclemCPI-3. Apos o teste de solubilidade resultante da lise bacteriana foi possivel verificar
que as cistatinas CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 se encontram
majoritariamente na fracdo celular soltvel (Figura 38A, 38B, 38D e 38E), exceto a proteina
CclemCPI-1, como observado na figura 38C, coluna 3, a maior parte da proteina esta presente
na fragdo correspondente ao precipitado. O rendimento total das proteinas apos a purificacao
em mg por litro de cultura, foi de 4,74 mg/L (CsinCPI-1), 9,6 mg/L (CsinCPI-2), 0,42 mg/L
(CclemCPI-1), 7,71 mg/L (CclemCPI-2) e 1,8 mg/L (CclemCPI-3).
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Figura 38: Andlise da expressdo recombinante das cistatinas de Citrus em células de E.coli e purificagéo.
SDS-PAGE 15% das células de E.coli linhagem Rosetta (DE3) transformadas com as construcfes pET28a-
CsinCPI-1(A), pET28a-CsinCPI-2(B), pET28a-CclemCPI-1(C) , pET28a-CclemCPI-2(D) e pET28a-CclemCPI-
3(E). A coluna (1) nas imagens (A, B, C, D e E) corresponde a cultura ndo induzida, sem a adi¢do de IPTG,
coluna (2) corresponde a cultura induzida, ap6s a adicao de IPTG, coluna (3) precipitado celular correspondente
a fragdo sollvel e coluna (4) correspondente a fragdo insoltvel e coluna (5) fragGes purificadas M: marcador de
peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards — BioRad,;

4.5. Titulagdo do sitio ativo das enzimas

A concentragdo molar das enzimas utilizadas nos ensaios de inibigdo com cistatinas foi
de determinada por titulagdo do sitio ativo utilizando E-64. Utilizou-se, nos ensaios, 318.84
nM (catepsina B), 1,69 uM (catepsina L), 266,91 nM (catepsina K), 0,40 uM (catepsina S),
51,24 nM (papaina) e 3,57 nM (CaneLeg) (Figura 39 - anexo). A titulacdo do sitio ativo da
Caneleg foi realizada utilizando inibidor CclemCPI-3 pois esta cistatina apresenta o dominio
de inibicdo de legumainas SNSL na regido C-terminal estendida. Além disso, o inibidor E-64

ndo é capaz de inibir enzimas da familia C13 — das legumainas (Rawlings et al., 2016).

4.6. Avaliacdo do potencial inibitorio das cistatinas de Citrus

A determinacdo da atividade inibitoria das cistatinas recombinantes de Citrus foi
realizada a partir de ensaios de inibicdo de atividade de cisteino-peptidases in vitro. Assim, as
enzimas utilizadas para verificar o potencial inibitério das cistatinas foram as catepsinas
humanas B, K, L, S, papaina e CaneLeg, uma cisteino-peptidase de cana-de-agucar, produzida

em Pichia pastoris e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Flavio Henrique Silva da UFSCar
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(Santos-Silva et al., 2012). Diante da analise dos resultados, observou-se que o potencial
inibitorio de cada cistatina se difere de acordo com cada enzima testada (Tabela 12).

Tabela 12: Inibicdo da atividade enzimatica da Caneleg, catepsinas humanas B, K, L, S e papaina por
cistatinas de Citrus

ni: ndo foi observada inibi¢do na concentragéo de 5 mM de inibidor

Ki (nM)

o ) Catepsina Catepsina Catepsina Catepsina Papaina Caneleg
Inibidor/Enzima

B K L S
) 230 0,10 0,0281 8,23 0,85 )
CsinCPI-1 Ni
(£28,5) (x0,009) (x0,002) (x0,17) (x0,07)
5,15 0,0181 0,11 0,24
CsinCPI-2 Ni Ni
(£0,46) (x0,002) (x0,005)  (£0,026)
0,42 0,20 0,19 0,29 1,29 )
CclemCPI-1 Ni
(x0,048) (x0,008) (x0,008) (x0,031) (x0,082)
1,07 0,0098 0,00608 0,36 0,15 )
CclemCPI-2 Ni
(£0,06) (x0,0004)  (+0,0001) (x0,01) (x0,006)
) 6,74 0,10 0,56 2,42 0,12
CclemCPI-3 Ni

(+0,18)  (x0,004)  (0,02)  (+0,138) (0,008w)

As cistatinas CsinCPI-1, CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 foram
capazes de inibir eficientemente a enzima papaina, que é uma enzima modelo para estudos de
inibicdo de cisteino-peptidases (Figura 40 - anexo), com valores de Ki de 0,85 nM, 0,24 nM,
1,29 nM, 0,15 nM e 2,42 nM, respectivamente. A capacidade inibitéria das cistatinas de
Citrus testadas com as peptidases da familia das papainas e legumainas indicam que as
cistatinas de Citrus recombinantes foram produzidas em sua conformagdo correta e
comprovam que sao inibidores de cisteino-peptidases.

As cistatinas de Citrus mostraram alta afinidade pela catepsina L como se pode
observar nos graficos de Kiapp (Figura 41 - anexo) e valores de Kj na tabela 12, com K de 28,1
pM (CsinCPI-1), 18,1 pM (CsinCPI-2), 0,19 nM (CclemCPI-1), 6 pM (CclemCPI-2) e 0,10

nM (CclemCPI-3), sendo CclemCPI-2 o inibidor mais potente contra esta enzima.
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As cistatinas de Citrus mostraram alta afinidade pela catepsina K como se pode
observar nos gréficos de Kiapp (Figura 42 - anexo) e valores de Ki na tabela 12, com K; de 0,10
nM (CsinCPI-1), 5,15 nM (CsinCPI-2), 0,20 nM (CclemCPI-1), 0,98 pM (CclemCPI-2) e 6,74
nM (CclemCPI-3), sendo CclemCPI-2 o inibidor mais potente contra esta enzima.

As cistatinas de Citrus mostraram alta afinidade pela catepsina S como se pode
observar nos gréficos de Kiapp (Figura 43 - anexo) e valores de K na tabelal2, com K; de 8,23
nM (CsinCPI-1), 0,11 nM (CsinCPI-2), 0,29 nM (CclemCPI-1), 0,36 nM (CclemCPI-2) e 0,56
nM (CclemCPI-3), sendo CsinCPI-2 o inibidor mais potente contra esta enzima.

A inibicdo da atividade da catepsina B foi restrita aos inibidores CclemCPI-1,
CclemCPI-2 e CsinCPI-1 (Figura 44 - anexo) e valores de Ki na tabela 12, com K; de 0,42
nM, 1,07 nM e 230 nM, sendo que CclemCPI-3 e CsinCPI-2 ndo inibem a atividade desta
enzima.

Essa capacidade inibitoria restrita das cistatinas frente a catepsina B é explicada pela
presenca de um loop de ocluséo que blogueia a fenda do sitio ativo desta enzima (Musil et al.,
1991), que reflete em valores altos de K; para a maior parte das cistatinas. A inibigdo da
catepsina B por cistatinas ocorre em duas etapas, onde a interacao inicial ocorre com a ligacao
da regido N-terminal, gerando uma mudanca conformacional onde o loop de oclusdo é
deslocado pelo inibidor, desobstruindo o sitio ativo, para que ocorra a inibicdo (Nycander et
al., 1998; Pavlova et al., 2000). A importancia da regido N-terminal das fitocistatinas no
mecanismo de inibicdo de cisteino-peptidases foi confirmada pelos estudos de (Urwin et al.,
1995; Doi-Kawano et al., 1998; Valadares et al., 2010). Dessa forma, infere-se que 0s
residuos da regido N-terminal das cistatinas de Citrus sejam responsaveis pela diferenca no
potencial de inibicdo da catepsina B, e no caso das cistatinas CsinCPI-2 e CclemCPI-2, a
regido N-terminal ndo é capaz de deslocar o loop de oclusdo e, consequentemente, ndo ocorre
inibicdo da catepsina B.

A proteina CanelLeg, uma legumaina de cana-de-acUcar foi inibida somente pela
cistatina CclemCPI-3 (Figura 45), com K;j de 0,12 nM (tabela 12).

As legumainas pertencem a familia de cisteino-peptidases C13, distinta da familia das
papainas. A atividade dessas enzimas é inibida por um dominio SNSL presente na regido C-
terminal estendida de algumas cistatinas (Martinez et al., 2007; Christoff et al., 2016). A
cistatina CclemCPI-3, possui 0 dominio SNSL (Figura 34). Vale ressaltar que o dominio
SNSL é ausente nas demais cistatinas de Citrus aqui testadas, o que indica uma provavel

seletividade deste dominio em CclemCPI-3 para enzimas da familia das legumainas.
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A proteina CclemCPI-3 € a Unica cistatina de Citrus caracterizada que apresenta um
residuo de alanina no loop QVVAG. (Van Wyk et al., 2016) analisaram um grande nimero de
sequéncias de cistatinas e identificaram que o residuo de alanina (A) possui frequéncia de
59% e o residuo de serina (S) apresenta frequéncia de 28,4%. A cistatina CclemCPI-3 nao
apresenta inibicdo da atividade da catepsina B, porém inibiu as catepsinas L, K, S e papaina
(familia C1 - papaina) na ordem de nanomolar. As fitocistatinas de cevada do grupo Il e a
cistatina de arroz OcXIl apresentam o dominio SNSL na regido C-terminal estendida e
também sdo capazes de inibir enzimas da familia da papaina e legumaina (Martinez et al.,
2007; Christoff et al., 2016). Esse resultado indica que esta cistatina é bifuncional, capaz de
modular a atividade tanto das peptidases da familia das papainas, com a presenca dos
dominios G, QVVAG e PW, quanto das enzimas da familia das legumainas, com a presenca
do dominio SNSL.

Em arroz, a cistatina OcXII apresenta bifuncionalidade contra legumainas e papainas,
da mesma forma como o inibidor CclemCPI-3 deste trabalho. A OcXII foi silenciada em arroz
e os efeitos avaliados. Christoff et al., 2016 observou que as plantas silenciadas apresentam
maior atividade de legumainas e papainas-like, resultando em um crescimento inicial
acelerado de plantulas. (Hwang et al., 2009) realizaram o silenciamento da cistatina AtCY S6,
que possui a regido C-terminal estendida e também observaram um leve aumento na taxa de
germinacdo de sementes de Arabidopsis. Por outro lado, a superexpressdo desta cistatina
gerou atraso na germinacdo de sementes e no crescimento de Arabidopsis (Hong et al., 2007;
2008; Hwang et al., 2009). Além disso, (Valdés-Rodriguez et al., 2007) reportaram que
fitocistatinas com extensdo da regido C-terminal estdo envolvidas no processo de germinagéo
de sementes e (Christoff e Margis, 2014) reportaram uma notavel expressdo da OcXIl durante
a germinacdo de sementes de arroz. Dessa forma, estudos futuros podem ser direcionados para
ensaios funcionais da cistatina CclemCPI-3, para verificar se ha relacdo deste inibidor com a
germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de Citrus, como foi observado em arroz e
Arabidopsis. Dentre o total de sequéncias de cistatinas de Citrus, outras oito sequéncias
possuem extensdo da regido C-terminal (dados ndo mostrados), além de CclemCPI-3,
indicando a importante fungéo destes inibidores bifuncionais em Citrus.

Apesar do residuo de tritptofano (W) caracteristico da porcdo C-terminal das cistatinas
ser um dos residuos mais conservados (presente em 92% das sequéncias de cistatinas) (Wyk
et al., 2016) a proteina CsinCPI-1 ndo apresenta este residuo (Figura 34). Entretanto,

CsinCPI-1 apresentou Ki de 28,1 pM, 8,23 nM e 0,1 nM para as catepsinas L, S e K,
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respectivamente, mostrando que a auséncia deste dominio na regido C-terminal néo
influenciou a atividade inibitéria desta cistatina. (Martinez et al., 2009) também identificaram
a auséncia deste residuo na cistatina HvVCPI-11 de cevada e observaram que a auséncia nao
influenciou a atividade inibitoria deste inibidor, que apresentou Ki na ordem de nanomolar
para catepsinas L-like de cevada.

A proteina CclemCPI-2 mostrou ser a cistatina de Citrus com maior potencial
inibitdrio contra as enzimas testadas (Tabela 12). Observa-se que este inibidor compartilha os
mesmos residuos dos dominios caracteristicos da superfamilia das cistatinas (GG, QVVSG e
PW) com as cistatinas CclemCPI-1 e CsinCPI-2 (Figura 34). Dessa forma, observa-se que a
diferenca entre o potencial inibitério entre as trés cistatinas relaciona-se a aminoacidos
presentes nas regides hipervariaveis.

Nos resultados dos testes de inibicdo realizados com as cistatinas recombinantes de
Citrus apresentados na tabela 12, foi observado um perfil de inibicdo para as catepsinas
semelhante aquele identificado para as catepsinas B. K, L e S humanas com cistatinas de
plantas (Kondo et al., 1990; Oliva et al., 2004; Van Wyk et al., 2011; Valadares et al., 2010;
Siddiqui et al., 2016; Santiago et al., 2017), porém com constantes de inibicdo mais baixas, na
ordem de picolomar para alguns inibidores. A tabela 12 indica os valores de K; determinados
para cada inibidor/cisteino-peptidase. CclemCPI-2 é o inibidor de Citrus mais potente contra a
catepsina K, L e papaina (Ki = 0,98 pM; 6,08 pM e 0,15 nM, respectivamente). O inibidor
CclemCPI-1 ¢ a cistatina de Citrus mais potente para a catepsina B (Ki = 0,42 nM) e CsinCPI-
2 € a cistatina de Citrus mais potente contra a catepsina S (K; = 0,11 nM). Além disso, o
inibidor CclemCPI-3 inibiu eficientemente a atividade da CanelLeg (Ki = 0,12 nM), mostrando
ser um inibidor bifuncional, regulando tanto a atividade de enzimas da familia das papainas
guanto da familia das legumainas. Dessa forma, observa-se que as cistatinas de Citrus podem
ser utilizadas em diferentes aplicacGes biotecnoldgicas na area da salde, que envolvem o
descontrole de uma determinada catepsina. Por exemplo, estudos iniciais com o inibidor
CsinCPI-2 indicam que esta cistatina apresenta efeito anti-inflamatorio e pro-osteogénico,
tendo o potencial de induzir a diferenciacdo de células osteoblasticas, podendo ser utilizado
futuramente no controle de doengas inflamatdrias e também em doencas 6sseas (Leguizamon
etal., 2017).
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista os resultados de expressdo das cistatinas de Citrus de forma soltvel
em células de E. coli e inibicdo da atividade de cisteino-peptidases com constante de inibicdo
na ordem de nanomolar, observa-se que hd uma série de novos estudos que podem ser
realizados, visando a aplicacdo biotecnologica das cistatinas e melhor entendimento da
interacdo cistatinas/cisteino-peptidases. Dessa forma, como perpectivas futuras podemos citar:

= Ensaios funcionais utilizando as cistatinas de Citrus para verificar in vivo o efeito das
cistatinas e a viabilidade da utilizagdo destas proteinas como possiveis farmacos.

= Anadlise das sequéncias de cistatinas de Citrus utilizando ferramentas de
bioinformatica, para inferir relagcdes evolutivas.

= Ensaios in vitro de inibicdo de catepsinas B e L- like do inseto Diaphorina citri
utilizando as cistatinas de Citrus, a fim de selecionar o inibidor com maior afinidade
para estas enzimas para o posterior desenvolvimento de plantas transgénicas de Citrus
visando o controle de doencas destrutivas como o Huanglonbing.

» Estudos de interagdo proteina-ligante para identificar as regides das cistatinas que
contribuem para a inibicdo mais eficiente de cisteino-peptidases.
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I1. CONSIDERACOES FINAIS

As proteinas inibidoras de cisteino-peptidases de Citrus CsinCPI-1, CsinCPI-2,
CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3 foram expressas eficientemente em células

de E. coli, de forma soluvel e pura;

Somente inibidores CsinCPI-1, CclemCPI-1 e CclemCPI-2 foram capazes de inibir a
catepsina B humana, possivelmente por caracteristicas da regido N-terminal que

permitem o deslocamento do loop de ocluséo;

A papaina, cisteino-peptidase modelo de estudos de inibicdo, fteve sua atividade
eficientemente inibida pelas cistatinas caracterizadas neste estudo (CsinCPI-1,
CsinCPI-2, CclemCPI-1, CclemCPI-2 e CclemCPI-3), apresentando K; na ordem de

nanomolar com valores muito préximos para todos os inibidores testados;

A cistatina CclemCPI-1 ndo possui o residuo de W C-terminal caracteristico da
superfamilia das cistatinas, entretanto, essa cistatina inibiu eficientemente a catepsina
L e papaina, demonstrando que este residuo ndo € essencial para a atividade inibitéria
desta cistatina;

Somente o inibidor CclemCPI-3 foi capaz de inibir a legumaina (CaneLeg). Isso se
deve a presenca de um dominio SNSL contido na regido C-terminal estendida desta
cistatina. Além disso, este inibidor também foi capaz de inibir eficientemente
catepsinas L, K, S e papaina, o que demonstra sua bifuncionalidade, capaz de regular
cisteino-peptidases tanto da familia C1l- papaina-like quanto da familia C13 —

legumaina-like;

A aplicagdo das cistatinas de Citrus na salde pode ser direcionada a doengas que
envolvem a superexpressao catepsina S - utilizando o inibidor CsinCPI-2, catepsina B

— utilizando o inibidor CclemCPI-1 e catepsina K — utilizando o inibidor CclemCPI-2;

A transformacdo genética de cana-de-agucar por biolistica gerou poucos eventos de

transformacéo;
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» A transformacgdo genética de cana-de-agUcar por Agrobacterium tumefaciens tem se
mostrado mais eficiente, com um maior nimero de plantas transformadas, resultando

em 92 plantas com bom desenvomvimento no presente momento.
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Figura 39: Titulacdo das catepsinas B, K, L, S, papaina e CanelLeg utilizadas nos ensaios de inibi¢do com
cistatinas. A: Titulacdo do sitio ativo da catepsina B com E-64; B: Titulagdo do sitio ativo da catepsina L com
E-64; C: Titulacdo do sitio ativo da catepsina K com E-64; D: Titulagdo do sitio ativo da catepsina S com E-64;
E: Titulacdo do sitio ativo da papaina com E-64. F: Titulagdo do sitio ativo da legumaina com CclemCPI-3.
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Figura 40: Inibi¢do da atividade da papaina pelas cistatinas de Citrus. Os gréficos de Kiapp foram obtidos
plotando-se vi/vo = [1], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade na auséncia de inibidor.
A: inibicdo da atividade da papaina por CsinCPI-1; B: inibicdo da atividade da papaina por CsinCPI-2; inibicdo
da atividade da papaina por CclemCPI-1; D: inibicdo da atividade da papaina por CclemCPI-2; E: inibicdo da
atividade da papaina por CclemCPI-3.
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Figura 41: Inibi¢do da atividade da catepsina L humana pelas cistatinas de Citrus. Os graficos de Kiapp
foram obtidos plotando-se vi/vo = [I], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade na auséncia
de inibidor. A: inibicdo da atividade da catepsina L por CsinCPI-1; B: inibi¢do da atividade da catepsina L por
CsinCPI-2; C: inibicdo da atividade da catepsina L por CclemCPI-1; D: inibicdo da atividade da catepsina L por
CclemCPI-2; E: inibi¢do da atividade da catepsina L por CclemCPI-3.
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Figura 42: Inibicdo da atividade da catepsina K humana pelas cistatinas de Citrus. Os gréficos de
Kiapp foram obtidos plotando-se vi/vo = [1], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade
na auséncia de inibidor. A: inibicdo da atividade da catepsina K por CsinCPI-1; B: inibi¢do da atividade da
catepsina K por CsinCPI-2; C: inibicdo da atividade da catepsina K por CclemCPI-1; D: inibi¢do da
atividade da catepsina K por CclemCPI-2; E: inibicdo da atividade da catepsina K por CclemCPI-3.
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Figura 43: Inibicdo da atividade da catepsina S humana pelas cistatinas de Citrus. Os gréficos de Kiapp
foram obtidos plotando-se vi/vo = [1], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade na auséncia
de inibidor. A: inibicdo da atividade da catepsina S por CsinCPI-1; B: inibi¢do da atividade da catepsina S por
CsinCPI-2; C: inibicdo da atividade da catepsina S por CclemCPI-1; D: inibi¢cdo da atividade da catepsina S por
CclemCPI-2; E: inibicdo da atividade da catepsina S por CclemCPI-3.
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Figura 44: Inibicdo da atividade da catepsina B humana pelas cistatinas de Citrus. Os gréficos de Kiapp
foram obtidos plotando-se vi/vo = [1], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade na auséncia
de inibidor.
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Figura 45: Inibi¢do da atividade da CaneLeg pela cistatina CclemCPI-3. Os graficos de Kiapp foram obtidos
plotando-se vi/vo = [I], onde vi — velocidade na presenca de inibidor, vo — velocidade na auséncia de inibidor.
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